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Vorwort. 

So wenig wie ein Lehrbuch der pathologischen 
Anatomie die Einzelheiten der Technik der Unter- 
suchungsverfahren bringt, so sollte sich auch ein Lehr- 
buch der Pathologischen Biologie, der Immunitäts- 
wissenschaft, über die Technik stellen, die in allen mir 
bekannten Lehrbüchern doch nicht ausführlich genug 
dargestellt wird, um danach arbeiten zu können. 
Andererseits sollte ein Buch, das die Technik erläutert, 
nicht zugleich ein Lehrbuch s^in wollen, damit es nicht 
zu umfangreich für den Laboratoriumsgebrauch wird. 
Aus diesen Gründen habe ich mich entschlossen, dieses 
kleine Buch zu schreiben, obgleich ein im gleichen 
Sinne verfaßtes von P. Th. Müller vorliegt. Aber 
letzteres bringt meines Erachtens nicht genug, um auch 
bei schwierigeren serologischen Arbeiten an die Hand 
zu gehen, und von vielen bekannten Untersuchungs- 
methoden ist die Technik überhaupt nicht angeführt. 

Ich habe mit Absicht neben allen bekannten Unter- 
suchungsverfahren auch solche angeführt, die entweder 
nicht genügend erprobt sind, oder die nur einen be- 
schränkten und nur rein wissenschaftlichen Wert haben 
aus der Erwägung, daß ihre Kenntnis für jeden sero- 
logisch Arbeitenden nötig ist, der kritisch an die Er- 
probung neuer Verfahren oder an die Verfeinerung 
bereits bestehender herantreten will. Daher wendet 
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sich das Buch nicht nur an den Studenten und An- 
fänger, , sondern es will einem jeden, der serologisch 
wissenschaftlich arbeitet eine Hilfe im Laboratorium 
sein. 

Als Unterlagen für dieses Buch, das keine Origi- 
nalität beansprucht, haben mir alle bekannten Lehr- 
und Handbücher der Immunitätswissenschaft gedient. 
Neben den angegebenen Literaturstellen sei auf die 
Handbücher von KoUe -Wassermann und Kraus und 
Levaditi hingewiesen. Ich. bin mir bewußt, daß auch 
dieses Buch noch Mängel hat, und Vorschläge zur 
Verbesserung und Ergänzung nehme ich stets dankbar 
entgegen. 

Hamburg, 
Krankenhaus Eppendorf. 

Der Verfasser. 
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I. Allgemeiner Teil 



A. Einleitung. 

Das Überstehen von Krankheiten hat die Bildung 
von Abwehrkräften oder eine Vermehrung bereits be- 
stehender zur Folge. Diese Abwehrkräfte denkt man 
sich aus Schutzstoffen bestehend, die entweder in den 
Zellen oder auch im Blute sind. Dadurch, daß ein 
großer Teil der bei Krankheit im Organismus gebil- 
deten Immunstoffen abgestimmt ist, lassen sich durch 
den Nachweis der Schutzstoffe Schlüsse auf die be- 
treffenden Krankheitserreger ziehen. Ferner gestatten 
künstlich hergestellte tierische Immunsera durch ihre 
Reaktionen mit Bakterien und deren löslichen Pro- 
dukten gleichfalls einen Rückschluß auf die Natur der 
Krankheitserreger. Beides ist Aufgabe der Sero- 
diagnostik, und zwar im engeren Sinne, soweit es sich 
um den Nachweis bez. die Benutzung von abgestimmten 
Serumstoffen handelt In einem weiteren Sinne ge- 
hören zur Serumdiagnostik auch kolloidchemische und 
physikalisch chemische Verfahren, um gewisse für 
einige Krankheiten eigentümliche Serumzustände nach- 
zuweisen. 

* Die Gewinnung abgestimmter Serumstoffe (Immun- 
sera) geschieht bei Tieren durch aktive Immunisierung, 
die entweder spontan durch Überstehen einer Krank- 
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die besonders' libcft wertiger Immunsera bedürfen, auf 
experimentellem Wege erreicht wird. 

B. Tiere. 

Für die Gewinnung der meisten Immunsera (Agglu- 
tinine, Bakteriolysine, Hämolysine, Präzipitine usw.) 
eignet sich am besten das Kaninchen. Hunde sind 
weniger geeignet, geben z. B.v keine brauchbaren Prä- 
zipitine, Neben dem Kaninchen ist das wichtigste Tier 
das Meerschweinchen, sowohl für die Überempfindlich- 
keitsprobe als auch für die Lieferung von Komplement, 
da dessen Blutserum eine Ausnahmestellung unter allen 
Tieren einnimmt. Komplementhaltiges Serum kann 
man auch- von Hamstern und weißen Ratten nehmen, 
ist aber weniger konstant in der Wirkung. Immun- 
sera größerer Tiere (Eselmilzbrandpräzipitin, Pferde- 
antiserum für Diphtherie, Tetanus, Dysenterie usw., 
Antikokkensera von Maultieren ev. Affen) werden am 
besten von größeren Serumwerken bezogen. Für den 
Laboratoriumsbetrieb kommt von größeren Tieren nur 
das Schaf in Betracht zur Gewinnung von Blutzellen. 

C. Technik der Einspritzung. 

I. Intraperitoneal. 

a) Bei Kaninchen. Der Gehilfe hält mit der Unken 
Hand die Hinterbeine nach oben und mit der 
rechten die Vorderbeine nach unten, am besten 
in sitzender Haltung, wobei der Kaninchenober- 
körper noch mit Hilfe der Knie fixiert werde» 
kann. Durch diese Haltung sinken die Gedärme 
nach dem Zwerchfell zu, und die Gefahr der 
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Darmverletzung ist verringert. Die Durchstechung 
der Bauchwand geschieht mit nicht zu scharfer 
Kanäle. Ein Durchschneiden der Haut mit Schere 
ist in den meisten FäHen überflüssig. Die Haare 
sind kurz abzuschneiden. 

b) Bei Meerschweinchen ist die Friedbergersche 
Haltung zweckmäßig, da sie Assistenz entbehrlich 
macht. Man steckt den Oberkörper des Meer- 
schweinchens in die Brusttasche des Laboratoriums- 
mantels und biegt das Tiek-, dessen Hinterbeine 
man zwischen Ring- und Mittelfinger der linken 
Hand faßt, horizontal mit Baudh nach oben. 
Zeigefinger und Daumen können die Injektions- 
nadel fixieren. 

c) Bei Mäusen, die der Gehilfe an Nackenhaut und 
Schwanz faßt, darf man höchstens 0,5 cc ein- 
spritzen. Fixieren "einer Bauchhautfalte mit linker 
Hand, während die rechte die Spritze führt. 

2. Intravenös. 

a) Bei Kaninchen. Der Gehilfe hält am besten das, 
in ein Tuch gewickelte Tier zwischen beiden 
Unterarmen, wobei er mit den Händen den Kopf 
und die Ohrwurzel fixiert. Das Ohr wird an 
der Randvene von den Haaren befreit und mit 
heißem Wasser oder mit Äther (nur in beson- 
deren Fällen mit Xylol) kräftig gerieben, wobei 
die Venen stark anschwellen. Die Vene wird 
dann zentralwärts zugehalten und mit parallel 
gehaltener feiner Spritze eingestochen. Yermeidung 
von Luftblasen. Im allgemeinen ist vorheriges 
Reiben des Ohres zwecks Anschwellung der Venen 
überflüssig, sondern nur dann angezeigt, wenn 
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man aus der Ohrvene Blut entnehmen will. In 
den meisten Fällen kommt es nicht zur Blutung 
aus der Stichöffnung, so daß Anlegung einer Sperr- 
pinzette sich erübrigt* 
b) Intravenöse Injektionen bei kleineren Tieren ist 
sehr schwierig. Ohrvene, Axillarvene, Freilegen 
der Jujularis bei Meerschweinchen, Schwanzvene 
bei Mäusen; statt dessen 

Intrakardial. 

a) Kaninchen wird am besten auf Brett fixiert. 

b) Meerschweinchen werden vom Gehilfen so gefaßt, 
daß mit einer Hand Vorderfüße möglichst hoch 
an den Kopf nach oben gezogen werden und mit 
der anderen Hand die Hinterbeine nach unten 
möglichst straff gehalten werden, damit das Tier 
ruhig hält. Man sticht mit freier Nadel oder 
mit Spritze durch Interkostalraum in die Gegend 
über dem Spitzenstoß ein. Die Nadel muß dünn 
und sehr spitz und scharf sein, andernfalls wird 
die Herzwand nicht durchbohrt, sondern nur bei- 
seite geschoben. Man erkennt, daß man mit der 
Spitze im Herzen ist, daß einmal die Nadel rhyth- 
misch zuckt, und daran, daß Blut austritt. Hat 
man Spritze mit Nadel, muß man erst ansaugen, 
um zu erkennen, ob Nadel richtig liegt. Auf die 
gleiche Art kann auch Blut entnommen werden. 
Bei richtiger Technik, die Sache der Übung ist, 
darf das Tier nicht sterben. 

c) Die Einspritzung bei größeren Tieren geschieht 
stets intravenös in die gestaute Halsvene. 
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D. Blutentnahme. 

1. Beim Menschen: 

a) Aderlaß aus der gestauten Armvene mit Nadel 
oder Spritze. 
■ b) Aus der Fingerbeere, besser Nagelwurzel, nach 
Stauung durch Umwicklung des Fingers vom 
proximalen Ende aus, oder aus dem Ohrläppchen. 
Die Entnahme kann entweder mit der Wright- 
schen Glaskapillare (Technik, S. 128) geschehen, 
oder die Blutstropfen werden nach Czaplewski 
(Münch. med. Wochenschr., 1906,^ p. 508) mit 
kleinem Wattebausch aufgesaugt. Letzterer wird 
mit Nadel an Unterseite von Stopfen befestigt, 
der auf ein Zentrifugenröhrchen paßt. Die Zentri- 
fuge liefert reichliches Serum, z. B. zur Anstellung 
von Agglutinationsversuchen. 

c) Bei kleinen Kindern, deren Armvenen nicht zu 
sehen oder tasten sind, durch Schröpf köpfe. In 
manchen Fällen gelingt es aus der Stirnvene, die 
beim Schreien anschwillt, etwas Blut zu erhalten. 

d) Plazentar- und Nabelschnurblut. 

e) Leichenblut. 

2. Beim Meerschweinchen. 

a) Durch Herzpunktion (Technik bei intrakardialer 
Einspritzung). 

b) Durch Verblutenlassen nach Durchschneidung der 
Karotis. 

c) In Narkose Eröffnung des Brustkorbes und Durch- 
trennung der Lungengefäße. Blut sammelt sich 
im Thorax. Entnahme mit großer Pipette. 

3. Beim Kaninchen. 

a) Kleine Mengen aus der Ohrvene. (Technik bei 
Einspritzung.) 
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b) Größere Mengen aus der Ohrarterie mit nach- 
heriger Umstechung oder aus Karotis. Das auf- 
geschnallte Tier wird narkotisiert (Äther auf Watte 
in einem Becherglas über Nase stülpen). Ein 
Scherenschlag durchtrennt eine Hautfalte am 
Hals. Freilegen der Karotis. Doppelt abklemipen 
und kardialwärts eine sterile Kanüle einbinden. 
Lösen der Klammer ui^d Auffangen in sterilem 
Meßzylinder. 

4. Beim Geflügel aus der Flügelvene, ev. Schwimm- 

haut. 

5. Beim Hammel aus der Halsvene. (Technik, S. 61.) 

« 

E. Aus dem aufgefangenen Blut kann das Serum 
auf verschiedene Weise gewonnen werden. 

I. Man läßt spontane Gerinnung eintreten, trennt 
dann mit steriler Platinnadel oder Glasstäbchen den 
Blutkuchen von der Glaswand. Dann kann man ihn 
stehenlassen, wobei sich das Serum spontan abscheidet, 
oder aber, um die Abscheidung zu beschleunigen, 
zentrifugieren. Das Serum soll sobald wie möglich 
vom Blutkuchen getrennt werden. Wird Blut zur 
Serumuntersuchung versandt, sollte das Serum stets 
vorher getrennt und als solches eingesandt werden. 

IL Durch Verhinderung der Gerinnung: 
I. Durch Zusatz gerinnungshemmender Stoffe. 

a) Von einer 10% steril. Na. citr.- Lösung wird ein 
Teil in das Röhrchen getan und dann läßt man 
9 Teile Blut zuströmen, so daß die Lösung i ^/o 
Na. citr. enthält. Dann wird zentrifugiert. Die 
überstehende Flüssigkeit ist Serum + Fibrinogen = 
Plasma. 
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b) Durch Hirudin : i mg Hirudin Jacoby der Firma 
E. Sachse & Co. hält 7,5 ccm frisch entnommenes 
Blut flüssig; dem lebenden Körper injiziert hält 
es ebenfalls das Blut flüssig, doch muß die Blut- 
entnahme innerhalb einer halben Stunde erfolgen. 
I mg Hirudinpulver löst man in 0,25 ccm physiol. 
NaCl-Lösung. Die Lösung ist nicht haltbar. 
2. Durch Defibrinierung. Das Blut läßt man in eine 
dickwandige Glasflasche mil sterilen Glasperlen oder 
Eisenspänen laufen und schüttelt für einige Minuten 
sehr kräftig. Filtrieren durch Watte. Zentrifugieren. 

Gewinnung anderer Blutbestandteile. 

1. Plasmagewinnung siehe oben durch Zusatz von 
Na. citr. oder durch Na. Oxalat. Zusatz bei Gerinnungs- 
reaktion von Hirschfeld und Klinger. (S. 114.) 

2. Rote Blutzellen, s. S. 62. 

3. Leukozjrten, s. S. 129. 

F. Aufbewahrung der Sera. 

Für alle Sera gilt Schutz vor Licht und Wärme. 

I« Normale Sera« 

Größere Mengen, die zu Immunisierungszwecken 
dienen, werden am besten über Chloroform aufbewahrt.^ 
Das Serum 'wird tüchtig mit Chloroform durchge- 
schüttelt und dann kühl und vor Licht geschützt aufbe- 
wahrt. Nach einigen Wochen ist die Flüssigkeit klar mit 
dickem weißlichen Bodensatz. Nach Bedarf wird abge- 
hebert und das Chloroform durch Erwärmen des Serums 
nicht über 60** oder durch Hinstellen des Serums in 
offenen Schalen im Brutschrank zur Verdunstung ge- 
bracht. Man kann auch ^/ 10 Volum 5^/0 Karbolsäurelösung 
zufügen. Nur ist letztere nicht wieder zu entfernen. 
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II, Imtnunsera. 

1. Aufbewahrung in flüssiger Form. 

a) Nach keimfreier Filtrierung durch Berkefeldkerze 
ohne Zusatz von Antiseptikum. 

b) Nach Erwärmen auf 56® für ^/2 Stunde ohne Zusatz 
von Antiseptikum. 

c) Durch Hinzufügen von ^/lo Volum 5**/o Karbol- 
säurelösung. Dies hat tropfenweise unter steter 
guter Durchmischung zu erfolgen. 

d) In eingefrorenem Zustande. 

2. Aufbewahrung in getrocknetem Zustande. 

a) Ausbreiten auf Glasplatten oder Petrischalen und 
im Brutschrank trocknen, dann abkratzen und 
in Ampullen einschmelzen. 

b) Antrocknen an Papier. Entweder schwarzes Natur- 
papier oder Filtrierpapier. Vorteil ist eine genaue Ab- 
messung der Serummenge. 2 — 4 Stunden Aufenthalt 
im Brutschrank. Dann vor Licht, Wärme und 
Feuchtigkeit schützen. Später wird das Papier- 
stück in abgemessene Kochsalzlösung gebracht, die 
man langsam in das Papier sich aufsaugen läßt. 

Die meisten Immunsera sind in fester oder flüssiger 
Form im Handel käuflich zu beziehen, oder werden, 
wie z. B. Cholera-i Pest-, Rotzimmunserum vom Reichs- 
gesundheitsamt, Berlin, abgegeben. 

G. Pipetten. 

Serologisches Arbeiten erfordert Pipetten, deren 
Teilung bis zur Spitze durchgeführt ist. Benötigt 
werden vor allem Pipetten, die i ccm in 100 teiliger 
Skala enthalten, dann solche, die 5 ccm und 10 ccm 
enthalten mit ^/lo- Einteilung des ccm. — Für genaue 
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Abmessung von geringen Mengen Serum bedarf man 
einiger Pipetten, die o,i ccm in loo teiliger Skala ent- 
halten. Eventuell bediene man sich der Überlaufpipette 
von Weichart („Mikro"-Pipette der Firma Lautenschläger, 
Berlin). Bei infektiösen Flüssigkeiten ist etwas nicht 
entfettete Watte in das Mundstück zu stopfen. Nach 
Gebrauch werden die Pipetten in hohe Zylinder mit 
Watte am Boden, die lo^/o Antiforthin enthalten, getan. 
Nach zwölf Stunden, wenn es sich um infektiöses Material 
handelt, sonst früher, werden sie in etwa 5^/0 Salz- 
säure gebracht und dann mit Wasser zweckmäßig mit 
Hilfe der Wasserstrahlluftpumpe kräftig durchgespült, 
aufrecht auf Fließpapier zum Trocknen gestellt und 
nach völliger Trocknung im Heißluftschrank sterilisiert. 

ff. Rohrchen* 

Wenn nicht wie bei der Präzipitation besonders 
kleine enge Röhrchen erwünscht sind, empfiehlt sich 
der Gebrauch starkwandiger Glasröhrchen vom 12 cm 
Länge und 12 mm Lichtung für die Anstellung der 
Versuche und dünnwandiger Röbrchen von 5 — 10 cm 
Länge und 10 mm Lichtung für die Serumaufbewahrung 
und inaktivierung. 

J. Gestelle. 

Neben den allgemein üblichen Gestellen empfehle 
ich besonders für die übersichtliche Anordnung größerer 
Versuchsreihen Gestelle, die zwölf Reihen zu je zwölf 
Löcher für starkwandigc Röhrchen haben und deren 
Größe so bemessen ist, daß sie gerade in die üblichen 
Brutschränke passen. — Für die Präzipitation ist von 
Uhlenhuth ein besonders praktisches Gestell mit passen- 
den Röhrchen angegeben. (Lautenschläger, Berlin.) 

Schmidt. Die Technik. 2 
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K. Allgemeines zum Gebrauch der Pipetten. 

Pipetten werden von der rechten Hand zwischen 
Mittel- und Ringfinger einerseits und Daumen andrer- 
seits gehalten und der Auslauf durch Druck des 
trockenen Zeigefingerballens auf die Mundöffnung ge- 
regelt. Schräges Halten erleichtert den Gebrauch 
wesentlich. 

Drei Regeln: i. Niemals weniger wie o,i ccm 
abmessen, wenn nicht besonders konstruierte Pipetten 
gebraucht werden. Ist weniger, z. B. 0,05 ccm, ver- 
langt, dann verdünne man erst zehnfach und nehme 
dann 0,5 ccm in die Pipette. 

2. Niemals versuchen, den Rest aus einem Röhr- 
chen auszupipettieren. Es ist wegen der Adhäsion 
nicht möglich, wenn 0,5 ccm in einem Röhrchen sind, 
diese 0,5 ccm auch in die Pipette zu bekommen. 

3. Nur unmittelbar^ vor Gebrauch verdünnen, da 
die betreffenden Serumeigenschaften in Verdünnung 
sich schlechter halten. 

L. Herstellung der Verdünnungen* 

Eine Verdünnung von i : 10 (lies i auf 10) bedeutet, 
daß I Teil Serum in 10 Teilen Gesamtvolumen ist. Es 
ist demnach zu i Teil Serum 9 Teile Na Cl- Lösung 
zuzufügen. Will man eine solche zehnfach verdünnte 
Lösung weiter verdünnen, z. B. 40 fach, so habe ich 
10 auf 40X10 zu bringen, oder 10 Teile Original- 
serum auf 400. Man hätte also zu i Teil Serum 
39 Teile NaCl-Lösung zuzufügen. Etwas anderes ist es, 
wenn man von dem Serum mit Hilfe der zehnfachen 
Lösung eine 40 fache Serumverdünnung zu machen hat. 
Hier hätte man also die zehnfache Losung nur noch 
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viermal zu verdünnen, also 10:40, d. h. zu 10 Teilen 
noch 50 Teile Na Cl- Lösung zuzufügen. Allgemein : hat 
man eine Serumverdünnung i : X und soll eine stärkere 
Verdünnung des Serums i : Y herstellen, dann hat man 
eine Verdünnung von X : Y zu machen. Beispiel : Man 
habe das Serum i : 14 verdünnt und wünschte i : 17, 
dann hätte man 14: 17 zu verdünnen, also zu 14 Teilen 
noch 3 Teile NaCl-Lösung zuzufügen. 

Ansetzen der Verdünnungsserien. 

I. 1:10, 100, 1000, loooo usw. bei i ccm Volum in 
jedem Röhrchen. 

Serum 
NaCl-Lösung 

NaCI-Lö8ung 
Verdünnung xö"* lo"* lo*"* xo~* lof* lo"* xö"' xo"* io~* 

IL 1:10, 20, 30, 40, 60, 80, 120, 160, 240 usw. bei 

I ccm Volum. 

_._,^ ^ ^_^ ^ * 

Lö^i W W .& Cy W © W W CiP vi) V5/ 

(1.0) 

Verdünnung i : lo 30 30 40 60 80 120 160 340 320 480 

m. 1, 2,5, 5, 7,5, 10, IS, 20, 25, 30, 40, 50. 

Serum , 





Verdünnung 1 : 2.5 5 7.5 zo 15 20 25 30 40 50 

IV. Weitere Schemata zur Verdünnung sind gegeben 
auf den Seiten: 25, 31, 58, 60, 66, 93. 

2* 
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M. Abmessen der Bakterien. 

Das Normalmaß für Bakterien auf festen Nährboden 
ist eine Öse = ca. 2 mg Bakteriensubstanz. Normal- 
ösen lassen sich mit Hilfe des von Czaplewsky an- 
gegebenen Maßstabes leicht herstellen. Wird eine ge- 
ringere Menge gewünscht, so werden Verdünnungen 
gemacht. Angenommen, es sei ^/loo Öse in 0,5 ccm 
Volumen verlangt. Dem entspricht ^ko Öse in i ccm 
oder I Öse in 50 ccm. Man wird demnach eine Öse in 
etwas NaCl gut verreiben und das Volumen auf 50 ccm 
ergänzen. 

Eine gut gewachsene Schrägagarkultur enthält etwa 
zehn Ösen, eine Kollesche Schale 200 Ösen. 

N. Winke zur Herstellung von Qlaskapillaren. 

Ausführliches in A. E. Wright, Technik von Gummi- 
saugkappe und Glaskapillare. G.Fischer, Jena 191 4. 

Man benutzt Röhren von hartem Sodaglas, das 
kein Alkali abgibt. 

Prüfung: Nach Erhitzen der Glasröhre aufsaugen 
von aqua dest. und prüfen gegen Lackmus. Das Durch- 
schneiden der Glasröhre geschieht entweder mit Glas- 
schneidemesser oder dreikantiger Feile. Schief auf- 
setzen und beim Durchbrechen gleichzeitig ziehen mit 
Unterstützung der Bruchstelle durch Daumen. 

Herstellung einer Glaskapillare: Ein etwa 12cm 
langes Röhrenstück wird mit der Mitte in den äußeren 
Mantel der Bunsenflamme gebracht und unter fort- 
währendem Drehen so lange erhitzt, bis das Glas ganz 
weich geworden ist ; dann wird die Röhre aus der 
Flamme entfernt und an den beiden Enden gleichmäßig 
gezogen, bis die entstehende Kapillare die gewünschte 
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Länge hat. Die Mitte wird durchgeschmolzen, so daß 
zwei Kapillarpipetten entstehen. 

Das Biegen von dicken Glasröhren geschieht über 
dem Schmetterlingsbrenner in leuchtender Flamme, 
von Kapillaren über kleiner leuchtender Flamme. Für 
das Zustandekommen der Krümmung lasse man die 
Schwerkraft auf das nicht unterstützte Ende wirken. 

In vielen Fällen ist es wünschenswert, den Einfluß 
der Pipette besser regulieren zu können. Dies ge- 
schieht durch Anbringung eines Ventils, das Luft nur 
langsam durchläßt, einen sogenannten Drossel. Um 
eine Drosselkapillarpipette herzustellen, verfährt man 
etwa folgendermaßen: 

Man nimmt zwei Rohrstücke, von denen das eine 
etwas größeren inneren und äußeren Durchmesser hat 
als das andere. Aus dem weiteren Rohrstück werden 
zwei Kapillarpipetten wie oben hergestellt. Das engere 
Rohrstüpk, das zweckwäßig etwas kürzer wie das erste 
ist, wird zu einer nur kurzen Kapillare ausgezogen. 
Dann wird die Kapillare wieder in die Gebläsestich- 
flamme für eine Sekunde oder weniger gebracht, schnell 
entfernt und mit plötzlichem Ruck ausgezogen. Hier- 
durch entsteht eine haarfeine Spitze, die oben abge- 
brochen wird. Zuletzt wird die kleine Kapillare in die 
größere geschoben und mit einem Siegellackring luft- 
dicht befestigt. Die Gummisaugkappe wird dann auf 
den Stiel der kleinen Kapillare aufgesetzt. 
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IL Spezieller Teil. 

A. Zusammenballung (Agglutination). 

Leitsätze. Bei vielen Infektionskrankheiten, so- 
wie auch nach Einverleiben von Bakterien unter Um- 
gehung des Darmkanals gewinnt das Blutserum die 
Fähigkeit, im Probierröhrchen eine Aufschwemmung 
von lebenden und toten Erregern der betreffenden 
Krankheit in abgestimmter Weise zusammenzuballen. 
Man sagt, das Serum enthält Agglutinine. Dieser Vor- 
gang der Zusammenballung ist nur bei Gegenwart von 
Salzen erkennbar. 

Diese Serumeigenschaft wird benutzt: 
I. Zur Bestimmung eines fraglichen Bakterienstammes 

mit Hilfe von Immunserum. 
II. Zur. Erkennung einer Infektionskrankheit mit Hilfe 

von Krankenserum. 

I. Bestimmung eines fraglichen Bakterlenstammes» 

der aus Körpersäften oder Körperausscheidungen ge- 
züchtet wurde. (Typhus-, Koli-, Ruhr-, (Gärtner-, Cho- 
lerabakterien, Meningokokken usw.) 
Dazu sind Immunsera nötig. 

a) Herstellung der Immunsera. 
Am besten sind Kaninchen geeignet. Von einer 
24 stündigen Agarkultur mehrerer erfahrungsgemäß gut 
agglutinierbarer Laboratoriumsstämme werden ein oder 
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mehr Ösen in physiologischer NaCl- Lösung aufge- 
schwemmt (Technik, Seite 26) und auf 60^ für ^|a bis 
I Stunde erhitzt. Dann wird diese Aufschwemmung 
in die Blutbahn eingespritzt. Nach KoUe-Hetsch gibt 
man 3 — 4 Einspritzungen von i, 2, 3 und 5 Ösen in 
Zwischenräumen von acht Tagen oder nach Fornet und 
Müller drei Einspritzungen : 4, 8 und 12 Ösen in 24 Stun- 
den Zwischenraum. 10— -14 Tage nach der letzten Ein- 
spritzung Blutentnahme aus der Karotis. Absetzen- 
lassen des Blutserums. Aufbewahrung am besten durch 
Vakuumeintrocknung oder ohne Zusätze nach Erhitzen 
auf 55^ für eine halbe 3tunde in zugeschmolzenen Am- 
pullen. Pest- und Tuberkulose-Agglutinine werden bei 
55^ vernichtet. -;— Die Immunsera von Kaninchen sind 
widerstandsfähiger als die vom Pferd. 

b) Auswertung der Sera gegenüber dem 
erzeugenden Stamm. 

In einer Reihe von Röhrchen mit fortlauf ender Ver- 
dünnung des Serums (s. Schema S. 19) wird je eine 
Öse Bakterienagarkultur eingerieben. Der Titer ist 
die Verdünnungszahl desjenigen Röhrchens, das nach 
zwei Stunden bei 37® und einer Stunde Zimmertem- 
peratur noch deutliche Zusammenballung erkennen läßt. 
Der Titer ist von Zeit zu Zeit neu zu bestimmen. Die 
Titergrenze gut agglutinierender Sera ist etwa i : 20000 
und höher. Die gebräuchlichen Immunsera sind in 
trockener und flüssiger Form im Handel. 

c) Ausführung der Probe. Probe-Agglutination. 

Auf einem Objektträger (oder im Blockschälchen), 

der auf dunklem Grunde liegt, wird ein Tropfen einer 

Verdünnung von i : 50 oder i : 100 des Immunserums, 
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außerdem daneben ein Tropfen Normalserum und Koch- 
salzlösung gebracht. Nun wird von der fraglichen 
Kultur mit einer Platinöse etwas Material am Rande 
des Tropfens eingerieben und mit schwacher Lupe auf 
Zusammenballung beobachtet, die meist schon mit 
bloßem Auge erkennbar, nach wenigen Sekunden ein- 
zutreten pflegt. Im Normalserum und in NaCl- Lösung 
darf keine Züsammenballung eintreten, sondern die 
gleichförmige Trübung muß bestehen bleiben. 

d) Die Beurteilung des Versuches ist manchmal 
erschwert durch: 

1. Spontanagglutination oder Pseudo- Agglutination, 
d. h. Züsammenballung in Kochsalzlösung. Kurzes Er- 
hitzen der Bakterienaufschwemmung auf 80^ beseitigt 
dieselbe manchmal, besonders bei Cholera. Wenn sie 
nicht zu beseitigen ist, ist Pfeifferscher Versuch anzu- 
stellen oder auch Immunisierungsversuch mit dem frag- 
lichen Stamm. 

2. Mangelnde Zusammenballbarkeit häufig bei frisch 
aus dem Körper gezüchteten Stämmen. Besonders bei 
Typhus, weniger bei Cholera. Pflegt durch Züchten 
nach mehrmaligem Überimpfen zu verschwinden. 

3. Mit- oder Gruppenagglutination. Zu erkennen: 
a) durch Auswertung der Sera bis zur Titer- 
grenze mit <iem gleichen fraglichen Stamm. 
Auswertung der Sera bis zum Grenzwert ist 
auch nötig wegen der Eigenschaft besonders 
älterer Immunsera in starker Konzentration 
nicht, wohl aber in höherer Verdünnung Bak- 
terien zusammenzuballen. Diese Eigenschaft 
verschwindet manchmal durch halbstündiges 
Erwärmen auf 58 ^ 
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ß) durch den Biiidungsversuch nach Castellani 
(s.S. 28). Titerbestimmung gegenüber mehreren 
Bakterienarten vor und nach der Absattigung 
mit dem fraglichen Stamm. 

IL Dia^^nose von Infektionsknuikhelteii. 

a) Die Reaktion von Gruber-Widal. 

Die Agglutinine des Patientenserums werden gegen- 
über bekannten Bakterien geprüft. Benötigte Serum- 
menge 0,2 ccm. 

I. Im Probierröhrchen. 

Herstellung der Serumverdünnungen mit physio- 
logischer NaQ-Lösung nach folgendem Schema; 

Versuchsanordnung für Agglutination gegenüber 3 Bak- 
terienstämmen (0,5 ccm Vol.). 

Verdünnung z : 35 50 zoo 300 usf. 

L Serum 

NaCl-Lösung 



n. 



ni. 



Hat man allgemein n -Verdünnungsreihen aufzusetzen 
mit 0,5 ccm Vol. in jedem Röhrchen, so bringt man 

— Serum in das erste Röhrchen und füllt mit NaCl- 

Lösung auf bis n ccm. In die weiteren Röhrchen der 

ersten Reihe kommt je — ccm NaCl-Lösung. Mischung 

und Verteilung ist aus Schema ersichtlich. 
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Man prüft typhusverdächtige Sera nicht nur gegen 
Typhus, sondern stets auch gegen P. T. B., oft aber 
auch gegen P. T.A,, sowie gegenüber Bact. Enteritidis 
Gärtner. Ebenso werden ruhrverdächtige Sera stets 
gegenüber mindestens drei* Stämmen geprüft : Flexner, Y, 
Shiga-Kruse. Daher sind ^mehrere Verdünnungsreihen 
mit demselben Serum anzusetzen. In dem Schema 
wird erreicht, daß, wie groß auch immer der unver- 
meidliche Pipettenfehler ist, der Verdünnungsgrad der 
entsprechenden Röhrchen gleich ist, so daß ein genauer 
Vergleich möglich ist. 

Zusatz der Bakterien. 

a) Verreibung von einer Öse einer i8 — 24 stündigen 
Schrägagarkultur an den Flüssigkeitsrand des schräg- 
gehaltenen Röhrchens (Pfeiffer und Kolle). 

ß) Herstellung einer gleichmäßig dichten Bakterien- 
aufschwemmung. Nach Entfernung des Kondens- 
wassers mittels Kapillarpipette wird i— i,5ccm phys. 
NaCl- Lösung auf die Schrägagarkultur gegossen und 
die Kultur für kurze Zeit so schräg gelagert, daß die 
Kochsalzlösung den ganzen Bakterienrasen bedeckt*. 
Nach einiger Zeit wird das Röhrchen geschüttelt, wo- 
bei sich der Rasen fein aufschwemmen läßt; noch 
vorhandene größere Flocken setzen sich zu Boden. 
Nun mit Kapillarpipette die Aufschwemmung aufsaugen 
und in jedes ^^öhrchen je i — 2 Tropfen in die Serum- 
verdünnung fallen lassen. Röhrchen gerade halten! 
Pipette schräg, aber in annähernd gleichem Winkel. 

Vorteil: Verfahren ermöglicht schnelles Arbeiten; 
gibt sehr genau gleiche Bakterienmengen in jedes 
Röhrchen, aber : Vorsicht, da leicht Verspritzen möglich. 
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y) Die wie bei 2. erhaltene Bakterienaufschwemmung 
wird stärker verdünnt und mit Pipette in jedes Röhr- 
chen 0,5 ccm der Aufschwemmung gegeben. Dadurch 
wird die jeweilige Serumverdünnung verdoppelt. 

Statt der Bakterienaufschwemmung von einer Agar- 
kultur kann auch eine 24 stündige Bouillonkultur ver- 
wandt, und wie bei T verfahren werden. Die Bak- 
terienaufschwemmung bez. Bouillon kann auch abge- 
tötet werden durch Zusatz von einem Teil 40^/0 Form- 
aldehyd zu 100 Teilen Aufschwemmung. Abtötung 
innerhalb zwei Tagen bei 37^. ' 

Kontrollen: Bei ß und x ist unbedingt ein Röhr- 
chen beizufügen, das statt Serum nur NaCl enthält, um 
die Gleichmäßigkeit der Suspension zu prüfen. 

Die Kontrolle erübrigt sich nur, wenn über die 
Titergrenze des betreffenden Serums hinausgegangen 
wird. Ferner ist wünschenswert, bei Stämmen, die nicht 
sehr genau bekannt sind, eine Kontrolle mit normalem 
Serum in Verdünnung von 1:25 beizufügen wegen 
eventueller Pseudoagglutination, sowie eine solche mit 
Immunsermn, um die Agglutinationsfähigkeit des ver- 
wandten Stammes zu prüfen. Ablesung mit Lupe oder 
besser mit dem Agglutinoskop von Kuhn und Woithe nach 
zweistündigem Aufenthalt im Brutschrank und weiteren 
I — 2 Stunden bei Zimmertemperatur i. Ablesung. So • 
wie nach zwölf Stunden Zimmertemperatur 2. Ablesung. 

Bei Ruhr ist längerer Aufenthalt bei 37^ besser. 
Bei längerem Verweilen im Brutschrank sind abgetötete 
Erreger vorzuziehen, um Wachstum der Bakterien aus- 
zuschalten. 

2. Man kann die Probe in Blockschälchen vornehmen, 
doch bietet dieses keine Vorteile. 

3. Methode des hängenden Tropfens. 
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Wenn die Bakterien zu den Serumverdünnungen 
ztigesetzt sind, wird je ein Tropfen auf ein Deckgläschen 
gesetzt, (Vorsicht wegen Spritzer!) und letzteres mit 
dem Tropfen nach imten auf einen hohlen Objektträger 
mit Vaselineumrandung gebracht. Diese feuchte Kammer 
wird in den Brutschrank gesetzt. Ablesung bereits 
nach 20 Min. mit starkem Trockensystem. 

4. Bei sehr kleinen Serummengen das Kapillarver- 
verfahren von Wright. 

Von physiol. Kochsalzlösung gibt man mit Kapillar- 
pipette ein» Anzahl Tropfen auf einen Objektträger. 
Dann gibt man einen Tropfen Serum allein und einen 
Tropfen Serum in den ersten Kochsalztropfen, mengt 
und überträgt immer einen Tropfen weiter, so daß 
steigende Verdünnungen erhalten werden. Der letzte 
Tropfen erhält kein Serym und dient als Kontrolle. 
Zu jedem dieser Tropfen' wird ein Tropfen Bakterien- 
aufschwemmung zugesetzt, dann werden diese Tropfen 
der Reihe nach in eine Wrightsche Drosselpipette 
(Herstellung S. 21) aufgesogen, immer durch eine 
Luftblase getrennt. Das offene Ende wird schließlich 
zugeschmolzen. Dann aufrecht zum Absetzenlassen 
hingestellt. Nach spätestens 24 Stunden ablesen. — Hat 
man 8 Tropfen NaCl-Lösung gemacht und einen Tropf en 
Serum, dann enthält die Pipette die Verdünnung i : 2, 
1 : 4, 1:8, 1:16, 1 : 32, 1 : 64, i : 128, i : 2.56 und Kon- 
trolle. 

b) Versuch von Castellani. 
(Zeitschr. für Hygiene 1902, Bd. XL.) 

Leitsatz: Diejenige Bakterienart, die die A^glu- 
tinine des Serums hervorgerufen hat, bindet beim Zu- 
sammenbringen mit dem Serum alle Agglutinine. Es 
habe ein Serum in der Agglutinationsprobe sowohl 
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Typhus, sowie auch P. Typhus B-Bazillen in gleicher 
Höhe agglutiniert, dann versetzt man das Serum in 
etwa I : lo Verdünnung in einem Zentrifugenröhrchen 
mit einer größeren Menge Typhusbazillen, in einem 
zweiten Röhrchen mit P. Typhus fe-Bazillen. Nach 
zwei, bis unter Umständen 12 Stunden Stehen bei 37^ 
wird scharf zentrifugieft und mit dem klaren Serum die 
Agglutination wiederholt, wie vorher. 

Stammt das Serum von einem Typhuskranken, dann 
gibt das mit Typhusbazillen versetzte Serum keine 
Agglutination mit Typhus und mit P. T. B.-Bazillen, 
während das mit P. T. B.-Bazillen versetzte* Serum nur 
noch mit Typhusbazillen reagiert 

Reagieren jedoch beide Sera nach der Behandlung 

mit dem einen Stamm doch noch mit dem anderen, 

so ist eine Mischinfektion anzunehmen. 

• 
c) Agglutination in „statu nascendi". 

Leitsatz : Bouillon, die verschiedene Verdünnungen 
des Patientenserums enthält, wird mit Bakterien (Typhus) 
geimpft. Enthält das Serum abgestimmte Agglutinine, 
dann wird die Bouillon nur wenig getrübt oder bleibt 
klar. Die Bakterien bleiben in Klumpen am Boden 
oder wachsen in langen Fäden aus. 

Pfaundlers Fadenreaktion, beobachtet an Coli und 
Proteus, wurde von Mandelbaum für die Typhusdia- 
gnose ausgebaut. 

Mandelbaumsche Typhusdiagnose. 
(Münch. med. Woch. Nr. 4, S. 178, 1910). 

* 100 cm^ Bouillon + 3 g Na citrat., davon 5 — 8 cm' in 
Reagenzgläser und sterilisieren. 

Sterile Kapillarpipetten. Kurz vor der Unter- 
suchung wird in ein 5 — 8 ccm Na citr. Bouillonröhrchen 



Digitized by 



Google 



— 30 — 

eine Öse einer gut beweglichen Typhusbazillen-Bouillon- 
kultur gebracht. Aufsaugen eines Tropfen Blutes mit 
der Kapillarpipette. Nun aus dem Typhus Na citr. 
Bouillonröhx'chen die 10—15 fache Menge des Tropfen 
Blutes nachsaugen. Zuschmelzen, schütteln. — 

4 Stunden bei 37^ aufrechtstellen. Blutkörperchen 
setzen sich zu Boden. Dann nach 4 Stunden Gummi- 
hütchen entfernen, eitie Öse entnehmen und im hängen- 
den Tropfen untersuchen. — 

Nach dieser Zeit sind die Typhusbazillen, wenn der 
Tropfen Blut von einem Typhus|kranken stammt, in 
langen Fäden oder Ketten oder Haufen gewachsen und 
vollkommen unbeweglich. Bei nicht Typhus sind die 
Bazillen einzeln und beweglich. Bei der Differential- 
(jiagnose auf Paratyphus muß man ev. bis 20 Stunden 
warten. Dann . ist die fragliche Probe noch positiv, 
die andere wieder negativ. 

d) Säureagglutination. L. Michaelis. 
(D. med. Woch. 1910, Nr. 4. Fol. Serol. Vol. 7, 191 o. 191 1.) 
Leitsatz : Pur jede Bakterienart gibt es ein Optimum 
der Wasserstoff ionenkonzentration, bei der Aggluti- 
nation eintritt; isoelektrischer Punkt. Bei Typhus 
etwa 4 — 8xio"'*[H]. 

Die praktische Ausführung des Verfahrens in ein- 
facher Form kann folgendermaßen geschehen: 

Es werden 6 Flüssigkeiten angesetzt, die in 100 ccm 

aqua dest. je 5ccm — NaOH undresp.7,5 — 10 — 15 — 25 

— 35ccfti— Essigsäure enthalten. In 6 Reagenzgläser 

wird dann zu je i ccm dieser Flüssigkeit 3 ccm einer Bak- 
terienaufschwemmung in aqua dest. von einer 24stün- 
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digen Agarkultur zugefügt. Vorher Kondenswasser 
entfernen. Die Röhrchen bleiben für eitle Stunde bei 
37^, dann bei Zimmertemperatur stehen. 

Das Optimum für Typhus ist bei 15—25 ccm, für 

P-Typnus bei 45 — 85 ccm — Essigsäurezusatz. Coli wird 

überhaupt durch Säure nicht agglutiniert. 

e) Nachweis von Typhus mittel? des 
Fickerschen Diagnostikums. 
Dies ist streng genommen eine Ausflockung (Prä- 
zipitation), da das Diagnostikum u. a. Bazilleneiweiß in 
Lösung enthält. 

Die Serumverdünnungen sind nach folgendem Schema 
herzustellen: 

Jedes Röhrchen enthält i ccm. 

Verdünnung: ^ ^ A 1 

Serum 



Diagnostikum T. 




Kontrolle 



P.T.A, 



Durchgeschüttelt und b^i Zimmertemperatur vor 
Licht geschützt lo — 12 Stunden stehen lassen, Aus- 
flockung bei I : loo ist beweisend für Typhus. Wen,n 
in den anderen Röhrchen der Reihe für Paratyphus 
A u. B in gleicher Stärke Ausflockung eingetreten ist, 
ist weiter zu verdünnen. Ausflockung bei i : loo soll 
auch normal bei Ikterus beobachtbar sein* 
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Verfahren nach Kafka. 
(Zcntralbl. f. Bakt. 1906, Bd. XL.) 
Von jedem Diagnostikum Ficker werden in je einer 
Reihe von Röhrchen je 0,5, 1,0 und 2,5 ccm gegeben. 
Dann wird mit Kapillarpipette je ein Tropfen ♦Serum 
hinzugefügft, wodurch die Verdünnung i :40, i : 80 und 
1 : 200 entstehen. Gründliches Mischen durch Umkippen 
und Stehen bei Zimmertemperatur für 12 — 24 Stunden. 
Für noch bestehenden Typhus muß i : 200 positiv sein. 
Zeigen die Paratyphusdiagnostika den gleichen Titer, 
so muß nach folgendem Schema weiter verdünnt werden. 
Das Serum wird zehnfach verdünnt. Davon 
4 Tropfen + o,S ccm Diagnostik = i : 100 



2 


M 


+ 0,5 ccm 




» 


= 1 


:200 




*f 


+ 0,5 com 




if 


= I 


:400 




>f 


+ 1,0 ccm 




»> 


-=i 


:8oo 




f» 


+ 1,5 ccm 




»» 


*= I 


1200 




ii 


+ 2,0 ccm 




tf- 


= 1 


1600 




ii 


4- 2,5 ccm 




ff 


= 1 


2000 



In den meisten Fällen entspricht die Bakterienart 
des am höchsten ausgeflockten Diagnostikums dem Er- 
reger der Krankheit. Doch kommen Ausnahmen vor. 

f) Die Agglutination bei anderen Infektions- 
krankheiten. 

I. Ruhr. Ruhr Stämme neigen zur Mitagglutination, 
die oft bis i : 100 geht. Daher sind höhere Serum- 
verdünnungen zu nehmen. Trotzdem ist es oft nicht 
möglich, durch die Agglutination, selbst unter Zuhilfe- 
nahme des Castellanischen Bindungsversuches, unter 
sich so nahestehende Stämme wie Y und Strong, oft 
auch Flexner und Y voneinander zu unterscheiden. — 

Bei 27? erfolgt die Agglutination von Shiga-Krusie 
erst nach etwa 20 Stunden, von Flexner nach 6 Stunden, 
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desgleichen Y. Daher sind, um Wachstum zu verhindern, 
abgetötete Bazillensuspensionen vorzuziehen. 

Nach dem Verfahren von Gaethgens kann man die 
Dauer des Versuches abkürzen durch Zentrifugieren 
nach 15 — 20 Minuten. 

2. Cholera. Agglutination nur zur Feststellung 
choleraverdächtiger Vibrionen im Gebrauch. Gruppen- 
reaktionen treten fast nie auf. 

a) Im hängenden Tropfen bei schwacher Vergrößerung. 
Titer des Kaninchen- Immunserums mindestens 
1 : 2000, bei Pferdeserum 1 15000. Verdünnung mit 
0,8 °/o Kochsalzlösung, zur völligen Klärung zwei- 
mal durch gehärtete Filter filtriert, 3 Tropfen nötig. 

1. eine untere Verdünnung des Serums, die eine 
Testkultur sofort agglutiniert, 

2. eine fünfmal konzentrierte Verdünnung, 

3. eine zehnmal so starke Verdünnung von nor- 
malen Kaninchen- resp. Pferde-Serum. 

Einreiben der verdächtigen Kultur. Manche 
Vibrionen lassen sich schwer in Tropfen verreiben. 
Der fragliche Stamm muß sofort, spätestens aber 
in 20 Minuten bei 37° in Tropfen i. und 2. Haufen- 
bildung erkennen lassen. 

b) Quantitative Bestimmung der Agglutinierbarkeit. 

In I ccm der Immunserumverdünnungen i : 50, 
1 : 100, 1 : 500, 1 : 1000, i : 2000, kommt je eine 
Öse der zu prüfenden Agarkultur. 
Kontrollen : 

1. Eine Öse verdächtiger Kultur in zehnfach stärker 
konz. norm. Kaninchenserum. 

2. Eine Öse verdächtiger Kultur in 0,8^/0 NaCl- 
Lösung. 

Schmidt. Die Technik. 3 
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3- Eine Öse bekannter Kultur in bis annähernd zur 
Titergrenze verdünntem Immunserum. 
Der Versuch ist nur beweisend, wenn nach 
einer Stunde bei 37^ eine stufenweise Agglutination 
bis annähernd zur Titergrenze erfolgt ist, und die 
Kontrollen i und 2 keine, 3 aber deutliche Ag- 
glutination aufweisen. 

3. Pest. Pestbazilleri neigen zu Spontanaggluti- 
nation in Na Cl- Lösung, daher eine verdünnte Na Cl- 
Lösung gebrauchen, ev. nur 1^/00. Krankenserum 
agglutiniert sehr spezifisch. Schon eine Verdünnung 
von 1 : 3 gilt als beweisend. Die Reaktion hat aber 
geringere praktische Bedeutung als die Bestimmung 
einer gezüchteten Kultur mittels Immunserums (fertig 
zu beziehen). 

4. Maltafieber. Der Micrococc. melitensis, wenn 
lange gezüchtet und selten übergeimpft, kann die 
Eigenschaft erhalten, durch normales Serum noch in 
relativ hohen Verdünnungen agglutiniert zu werden. — 
Daher sind für die Diagnose nur höhere Verdünnungen 
zu bewerten. 

5. Influenza. Wegen großer Neigung zu Spontan- 
agglutination sind Agglutinationsproben nur mit Vor- 
sicht zu bewerten. 

6. Tuberkulose. Die Methoden von Arloing-Cour- 
mont, sowie von Koch werden praktisch nicht gebraucht, 
da beqeume und bessere Methoden vorhanden sind. 
Pirquet, Partigene usw. 

7. M eningitis cerebrospinalis epidemica, i. Prüfung 
der aus dem Kranken gewonnenen Kultur mit hoch- 
wertigem Immunserum vom Pferd, Kaninchen. (Fertig 
zu beziehen.) Nach 2 — 24 Stunden bei 37^, manchmal 
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erst bei 55^ muß Agglutination bei 1:100 Serumver- 
dünnungen vorhanden sein. Kontrollen mit: Normal- 
serum von Pferd bzw. Kaninchen und mit NaCl-Lösung, 
2. Krankenserum agglutiniert Meningokokken in 60^/0 
der Fälle von der zweiten Woche ab, i : 50 ist be- 
weisend. 

8. Rot^. I. Hochwertige Esel- und Ziegen^Immunsera 
können zur Identifizierung der Rotzbazillen dienen. 
2. Agglutination mit dem Serum kranker Tiere nach 
Kleine (Zeitschr. f. Hyg. u. Infekt. 1903, Bd. 44). Die 
bei 60® abgetötete Bakterienmasse von vier gutge- 
wachsenen Rotzkulturen wird mit 2 ccm einer 0,5^/0 
Karbolkochsalzlösung zu einer Aufschwemmung ver- 
rieben. Dann wird mit Karbol-NaCl-Lösung auf 160 ccm 
(40 ccm für eine Kultur) aufgefüllt und durch gewöhn- 
liches Filtrierpapier filtriert. Mit dieser Bakterienauf- 
schwemmungv als Verdünnungsflüssigkeit wi[^rd das be- 
treffende Serum verdünnt. 3 ccm-Flüssigkeit in jedem 
Röhrchen. Die Reaktion kommt erst nach Tagen zum 
Abschluß. Normales Pferdeserum agglutiniert bis etwa 
1:400, das Serum rotzkranker Tiere agglutiniert bis 
1 : 2000 und höher. 

9. Fleckfieber. Weil u. Felix (Münch. med. Woch. 
1918 S. 17). Der Rasen einer vollbewachsenen, i bis 
3 Tage alten Schrägagarkultur von X19 in einem Röhr- 
chen von etwa 15 cm Länge und 1,6 cm Durchmesser 
wird mit 1,5 — 2 ccm NaCl-Lösung abgespült. Von dieser 
durch bloßes Schütteln außerordentlich leicht herstell- 
baren Emulsion gibt man zu jedem Röhrchen, das die 
Serumverdünnung von i : 25 angefangen in i ccm Ge- 
samtflüssigkeit enthält, einen Tropfen der Proteusauf- 
schwemmung. Man setzt zunächst die Verdünnungen 
1 : 25, 1 : 50 und i : 100 an und titriert erst dann höher 

3* 
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i:200, 1:500 und 1:1000 usw., wenn diese Proben 
stark positiv ausfallen. Die positive Reaktion ist oft 
nach 20 — 30 Minuten Brutschrankaufenthalt deutlich 
erkennbar. Das Endresultat wird nach etwa 8 Stunden 
abgelesen. Soll der genaue Endtiter der Agglutination 
festgestellt werden, so erfolgt die Ablesung nach etwa 
14 Stunden. Die Agglutination ist anfangs feinflockig, 
insbesondere in den Verdünnungen nahe der Titer- 
grenze. Deswegen ist die Beobachtung mit einer Lupe 
zu empfehlen. Als Kontrolle dient ein Röhrchen mit 
einem Tropfen der Emulsion in i ccm NaCl-Lösung. 
Sera von Fleckfieberkranken geben die Agglutination 
in loo^/o. 

Einer innerhalb 8 Stunden kompletten Reaktion von 
bereits i : 50 kommt sicher eine spezifische Bedeutung 
zu. Die Reaktion ist nur mit lebenden Bazillen anzu- 
stellen, die nur auf neutralem Agar in Schrägkultur 
weiter zu züchten sind. 

Fehlerquellen der Weil -Felix -Reaktion (G. Wolf?, 
Münch. med. Woch. 19 19 S. 50) können einmal bedingt 
sein durch Normal- oder Nebenagglutination im Serum 
nicht Fleckfieberkranker. Namentlich bei Paratyphus 
zu beobachten. Sie sind auszuschalten, wenn man erst 
die nach 2 Stunden bei i : 200 eingetretene komplette 
Agglutination als beweiskräftig ansieht. Ferner können 
Schwankungen in der Agglutinierbarkeit des Stammes 
eintreten durch Spuren von Sublimat, geringen Mengen 
von Phenol, Formalin, Soda, Natronlauge, die streng 
von den bei der Reaktion verwandten Pipetten und 
Reagenzgläsern fernzuhalten sind. Wenn möglich, sollte 
die Probe mit dem Fleckfieberkrankenserum gegen die 
O-Form von X19 gemacht werden. (Weil u. Felix, 
Wien. Klin. Woch. 1918 Nr. 23.) 
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B. Ausflockung (Präzipitation). 

Leitsatz: Mit Umgehung des Darmkanals ein- 
geführtes tierisches, pflanzliches oder bakterielles Ei- 
weis gibt dem Serum des Organismus die Eigenschaft 
beim Zusammentreffen mit dem betreffenden Eiweiß 
im Reagenzglase in abgestimmter Weise eine Aus- 
flockung zu geben. 

Bezeichnung: „Präzipitinogen" ist einmal das 
tierische, pflanzliche oder bakterielle Eiweiß, das als 
Antigen im Körper die Bildung einer abgestimmten 
ausflockenden Eigenschaft des Serums „Präzipitin" her- 
vorruft, dann aber auch in weiterem Sinne versteht 
man unter Präzipitinogen den einen notwendigen Faktor 
bei der Ausführung der Probe, der die gelösten Ei- 
weißkörper bzw. die in Lösung übergegangenen Bak- 
terienbestandteile enthält, auf die das präzipitinhaltige 
Serum unter Bildung eines „Präzipitates" einwirkt. 

Anwendung: 
L Nachweis von Eiweißkörpern fraglicher Herkunft. 
IL Erkennung bakterieller Infektionskrankheiten. 

HL Erkennung von Getreideverfälschungen. 

I. Nachweis von Eiweißkörpern fraglicher Herkunft. 

A. Technik der Eiweißunterscheidung mittels 
Präzipitinen (Blutnachweis). 

Einzelheiten, besonders für gerichtliche Untersu- 
chungen siehe in „Uhlenhuth und Weidanz", „Praktische 
Anleitung zur Ausführung des biologischen Eiweißdiffe- 
renzierungsverfahrens usw.", Gustav Fischer, Jena. 

Prinzip: Das unbekannte Eiweiß wird gelöst und 
mit ausflockenden Immunseren zusammengebracht, die 
auf den vermuteten Eiweißkörper abgestimmt sind. 
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a) Herstellung der ausflockcnden Immunsera 
(Präzipitine). 

Das geeignetste Tier ist das Kaninchen. Zur Vor- 
behandlung wird möglichst dasjenige Eiweiß benutzt, 
das durch die Probe nachgewiesen werden soll. Für 
den Nachweis von menschlichem Blut wird Menschen- 
serum für die Immunisierung der Kaninchen genommen. 
Das Serum wird vorher inaktiviert. Dann Einspritzung 
in die Blutbahn von i,o — 2,0 ccm Serum. Diese Ein- 
spritzung wird nach 6 — 8 Tagen wiederholt, dann wer- 
den nach weiteren 6 — 8 Tagen 4 — 5 ccm in die Bauch- 
höhle eingespritzt. Erste Probeentnahme 10 — 14 Tage 
nach der letzten Einspritzung. Das Serum muß hoch- 
wertig, abgestimmt und vollkommen klar sein. Um 
opales Aussehen zu vermeiden, 12 — 24 Stunden vor 
der Blutentnahme hungern lassen. 



Auswertung nach Uhlenhuth und Beumer. 
In vollkommen sauberen und sterilen Röhrchen, in 
besonders angegebenem Gestell, werden fallende Ver- 
dünnungen von Antigen mit physiol. NaCl- Lösung gegen- 
über der gleichen Menge Antiserum geprüft. 



Antigen 
menschliches Serum i 



1000 
10 000 
20000 



Antikörper 
0,9 ccm -J- 0,1 ccm Kaninchenimmunserum ^) 
0,9 ccm -j- o»i ccm „ 

0,9 ccm -)- o,i ccm „ 



4. Pferde- 

5. Schweine- 



I 000 
I 000 



0,9 ccm -|- 0,1 ccm 
0,9 ccm -}- 0,1 ccm 



6. physiol. NaCl-Lösung 



0,9 ccm -+- 0,1 ccm 






^) Das verwendete Antiserum muß aus der gleichen Probe 
stammen, wenn man nicht sicher ist, daß die andere Probe vom 
gleichen Kaninchen stammt. 

*) Kontrollen für die Artspezifität können beliebig ver- 
mehrt werden. 
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Zusatz des Antiserums durch langsames Herunter- 
laufenlassen an der Wand des schiefgehaltenen Röhr- 
chens, so daß eine Über Schichtung zustande kommt, 
wobei das spezifisch schwerere Serum die Kuppe des 
Röhrchens einnimmt. An der Berührungsstelle tritt 
ein schwacher, aber scharf begrenzter grauer Ring auf, 
der allmählich deutlicher wird, wobei sich die Flüssig- 
keit in der Kuppe trübt. Nach 10—30 Minuten ist 
das Präzipitat als flockiger Bodensatz ausgefallen. Bei 
negativem Ausfall bleibt das gelbliche Serum, von der 
darüber befindlichen Serummenge scharf erkennbar, ab- 
gesetzt. Ein brauchbares Antiserum muß in (i) inner- 
halb I Minute ein deutliches Präzipitat bilden; in (2) 
muß nach 3 Minuten und in (3) nach 5 Minuten der 
Beginn der Trübung zu erkennen sein. In den Kon- 
trollen darf innerhalb von 20 Minuten keine Trübung 
auftreten. Den Titer gibt diejenige Antigenverdünnung 
an, bei der innerhalb 5 Minuten noch eine deutliche 
Reaktion eintritt. Ergibt die Probeentnahme ein brauch- 
bares Antiserum, dann sofort anschließend endgültige 
Blutentnahme. Aufbewahrung des Serums nach keim- 
freier Filtration durch einen besonderen von Uhlenhuth 
und Weidanz abgeänderten Filtrierapparat; ev. 0,5^/0 
Karbolzusatz (Technik S. 47), aber Gefahr späterer 
Trübung. 

b) Herstellung des zu untersuchenden Materials für 
die Bluteiweißerkennung. 
Auslaugung des fragUchen Materials (abgekratztes 
Blut, Eiweiß usw.) mit physiol. NaCl-Lösung ev. bis zu 
24 Stunden; Chloroformzusatz unter Vermeidung zu 
häufigen Schütteins. Außerdem als Kontrollen Auszüge 
von derjenigen Blutart, die nachgewiesen werden soll, 
von zwei anderen Blutarten und von einem Stück des 
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blutfreien Materials, an dem das Blut oder Eiweiß ge- 
haftet hat. Die Auszüge müssen folgende Beschaffen- 
heit haben: 

1. Sie müssen vollkommen klar sein. Filtrierung 
durch Mikro-Berkefeldtfilter. 

2. Sie müssen soweit verdünnt werden, daß ihr Ei- 
weißgehalt einer Serumverdünnung von i : looo ent- 
spricht, d. h. die Lösung darf bei der Kochprobe unter 
Zusatz von einigen Tropfen offizin. Salpetersäure (spez. 
Gewicht 1,153) ^^^ ^^^^ ganz leichte Trübung geben. 

3. Es muß beim Schütteln deutliche Schaumbildung 
als Zeichen vorhandenen Eiweißes auftreten. 

4. Die Lösung muß zu Lackmus neutral reagieren, 
sonst neutralisieren mit 0,1 Vo Sodalösung. 

c) Ausführung der Probe (für den Menschenblutnachweis). 

1. 0,9 ccm Untersuchungsflüssigkeit «= fragliche Blutlösung 

+ 0,1 Immunserum. ^) 

2. 0,9 ccm fragliche Blutlösung 

+ o»i normales Kaninchenserum. 

3. 0,9 ccm dem Immunserum entsprechendes Eiweiß (sichere 
Menschenblutlösüng) +0,1 Immunserum. 

4. 0,9 ccm andere Eiweißlösungen, z. B. Pferdeblutlösung 

-f-o,i Immunserum. 

5. 0,9 ccm oder Schweineblutlösung 

+ 0,1 Immunserum. 

6. 0,9 ccm physiologische NaCl- Lösung 

-f-o,i Immunserum. 

7. 0,9 ccm Auszug aus dem blutfreien Material 

+ 0,1 Immunserum. 

Der Ausfall der Probe ist beweisend, wenn i und 
3 positiv, 2, 4, 5, 6 und 7 negativ ausfallen. 

Handelt es sich nur um sehr winzige Spuren des 
nachzuweisenden Blutes oder Eiweißes, so kann man 



*) Das Immunserum muß vom gleichen Tiere stammen. 
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die Hausersche Kapillarmethode (Festschr. f. J. Rosen- 
thal 1906) ev. in der Carnwathschen Veränderung (Arb. 
aus dem kais. Gesundh.-Amt, Bd. 27 H. 2. 1907) an- 
wenden. 

B. Nachweis von Fleischnahrungsmittel- 
fälschungen (z. B. Pferdefleischbeimengungen in 
Schweinefleischwurst). 

In diesem Falle braucht man ein Antiserum gegen 
Pferdeeiweiß, das wie bei Aa durch Vorbehandlung 
von Kaninchen mit Pferdeserum gewonnen wird. 

Schwierig ist unter Umständen der Auszug der zu 
untersuchenden Fleischprobe herzustellen. Vollkommen 
saubere Arbeit ist nötig. Von frischer Schnittfläche 
aus werden aus der Tiefe etwa 30 g Material ent- 
nommen und mit 50 g steriler physiol. NaCl-Lösung 
im Erlenmeyerkölbchen versetzt. Wenn zu salzhaltig, 
vorher mehrmals, ohne zu schütteln, mit sterilem aqua 
dest. übergießen. Dann 3 Stunden bei Zimmertem- 
peratur stehen lassen. Entwickelt sich beim Schütteln 
stabiler Schaum, dann klar filtrieren durch Kieselgur- 
brei ^) auf Buchnerscher Filterplatte oder Berkefeldt- 
kerze. Dann wird etwa 6 — 8 fach verdünnt, der Eiweiß- 
gehalt geprüft, sowie die Reaktion gegen Lackmus, 
bis alle Bedingungen erfüllt sind, die bei A b für die 
Eiweißlösung angeführt waren. 

Ausführung der Probe 
ist analog dem Blutnachweis. Zur Kontrolle dienen 
hier entsprechend hergestellte Auszüge von Schweine- 
und Rindfleisch. 



^) Ausgeglühte Kieselgurerde wird mit steriler physiol. 
NaCl-Lösung zu einem dünnen Brei verrührt, der in 2 mm 
dicker Schicht auf reines Filtrierpapier aufgetragen wird. 



Digitized by 



Google 



— 42 — 

Ist das zu untersuchende Material stark gekocht 
worden, so empfiehh sich gleichzeitige Prüfung mit 
Immunserum, das gegen -gekochtes Eiweiß abgestimmt 
ist. Serum, wenn i : lo mit NaCl verdünnt, wird beim 
Kochen opaleszent, ohne in Flocken zu gerinnen. 

C. Das Verfahren von Sachs und Georgi zum 
Nachweis von Pferdefleisch. 
(Zeitschr. f. Immunitätsforschung 191 4, Bd. 21, S. 342.) 
Leitsätze: Die Organe von Pferd, Meerschwein- 
chen, Hund, Katze, Huhn und Schildkröte haben die 
kochbeständige Eigenschaft mit einem von Kaninchen 
durch Vorbehandlung mit Meerschweinchennieren ge- 
wonnenen Hammelblut lösenden Immunkörper eine 
Bindung einzugehen, so daß der Immunkörper dann, 
mit Komplement und Hammelblut zusammengebracht, 
letzteres nicht mehr lösen kann. Die Organe von Rind, 
Hammel, Ziege, Schwein, Kaninchen, Ratte, Gans, 
Taube und Mensch haben diese Eigenschaft nicht. 

Herstellung des Immunserums. 
(Forßmann, Biochem. Zeitschr. Bd. 37, 1911, S. 78.) 
Frische Meerschweinchennieren werden mit Fleisch- 
maschine und Mörser möghchst fein zerrieben. Nach 
Pressen durch ein weit- und dann durch ein ganz eng- 
maschiges Drahtnetz, ev. durch mehrere Lagen feiner 
Gaze wird das Material mit der fünffachen Menge 
physiol. NaCl-Lösung aufgeschwemmt und mehrere 
Male durch Zentrifugieren und erneutes Aufschwemmen 
in frischer NaCl-Lösung gewaschen. Die schHeßHch 
erhaltene Aufschwemmung wird mehrmals Kaninchen 
intraperitoneal, in kleiner Menge auch intravenös, ein- 
gespritzt. Vorsicht! Suspension etwas absitzen lassen 
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und nur oberen Teil nehmen. Das so erhaltene Immun- 
serum muß einen hämolytischen Titer für Hammelblut- 
körperchen von mindestens i : 800 haben. 

Ausführung der Probe. 
Da der Ausfall der Probe sicherer ist, wenn man 
gleichzeitig nachweist, daß Immunkörper, die zu den 
Pferdeorganen keine Verwandtschaft haben, nicht ge- 
bunden werden, so wird folgendermaßen verfahren Y 
DasGemischvon20ccm i : 10 Rinderblut Kaninchen- 
antiserum (Technik der Herstellung S. 63) + 20 ccm 
serumfrei, gewaschenes Hammelvollblut (Technik S. 63) 
wird eine Stunde bei 37** gehalten, dann zentrifugiert. 
Die überstehende Flüssigkeit erhält dann von Hammel- 
blutambozeptoren befreites Rinderblutantiserum. Dieses 
wird fünffach verdünnt und mit gleichen Teilen eines 
fünfzigfach verdünnten Meerschweinchennierenantiserum 
versetzt. In je 10 ccm dieser Mischung werden sorg- 
fältig verrieben : 

1. 3 g der auf das Vorhandensein von Pferdefleisch 
zu untersuchenden Wurst. 

2. 5 g Mischung von gewöhnlicher Wurst mit 4^/0 
richtiger Pferdewurst. 

3. 5 g einer gewöhnHchen nicht Pferdefleisch ent- 
haltenden Wurst. 

Alle Fleischproben werden vorher 10 — 15 Min. in 
NaCl-Lösung gekocht, um. möglichst den Einfluß an- 
derer das Immunhämolysin bindender Stoffe auszu- 
schalten. Die Mischungen kommen eine Stunde in 
d^n Brutschrank, dann wird durch hartes Filtrierpapier 
filtriert und zu je 0,5 ccm des Filtrates 0,5 ccm einer 5^/0 
Hammelblutaufschwemmung (Technik S. 63) gefügt, und 
nach weiteren 10 — 15 Min. stehen lassen bei 37®, 
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o,5 ccm I : lo verdünntes, frisches Meerschweinchen- 
serum = Komplement. Ablesung geschieht, sobald die 
Kontrollen gelöst sind, und noch einmal nach einer 
Stunde Brutschrankaufenthalt. 

Der Versuch ist positiv: wenn bei i und 2 keine 
Hämolyse, bei 3 jedoch vollkommene Hämolyse auf- 
tritt. Die bei der Hämolyse verwandten Faktoren sind 
einzeln zu kontrollieren, wie S. 64 angegeben. 

Die Probe ist nur beschränkt gültig. Seligmann u. 
V. Gutfeld (Berl. klin. Wochenschr. Nr. 4i, S. 964, 1919). 
Sie versagt: 

1. wenn Hammel- und Ziegenblut in der Wurst 
sind ; 

2. wenn nur Pferde blut, keine Pferdeorgane vor- 
handen sind; 

3. wenn neben Pferdefleisch viel Kaninchenfleisch 
in der Wurst ist; 

4. wenn von Pferdeorganen nur die Leber in der 
Wurst -ist. 

IK Erkennung der bakteriellen Infektionskrankheiten. 

Leitsätze: Entweder wird das präzipitierende 
Patientenserum gegenüber bekannten Bakterienaus- 
zügen geprüft, oder Auszüge bakterienhaltiger Leichen- 
organe werden gegenüber bekannten präzipitinhaltigen 
Sera geprüft (Milzbrand, Pest). Dadurch ist das Ver- 
fahren zur Diagnose auch da noch möglich, wo Iso- 
lierung der Bakterien und ihre ursächliche Beziehung 
zur Krankheit durch Agglutination nicht mehr möglich 
ist, da das Präzipitationsverfahren auch noch die Gegen- 
wart der in Lösung übergegangenen Bakterienbestand- 
teile anzeigt. 
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A. Herstellung des Präzipitinogens als 

gelöste Bakteriensubstanz. 

a. Darstellung aus Bakterienkultur. 

1. Filtration älterer Bouillonkulturen geeigneter 
Stämme durch neue Kerzen. 

2. Mazerierung von Bakterien in destill. Wasser, 
dann isotonisch machen durch NaCl. 

3. Schüttelung von i — 3 Tage alten Massenkulturen 
mit 0,85^/0 NaCl-Lösung. 

4. Oft genügt einige Stunden dauernde Überschich- 
tung der bewachsenen Agarfläche mit Karbolkochsalz- 
lösung. 

5. Kochauszug : Agarrasen abgeschwemmt* mit 5 bis 
6ccm NaCl-Lösung 5 — 10 Min. gekocht, dann filtrieren. 

Erst zentrifugieren, dann klar filtrieren. Die Lösung 
muß vollkommen klar sein. Das Präzipitinogen ist 
wenig empfindlich gegen Fäulnis, wird am besten in 
o,5®/o Karbol konserviert 

b. Darstellung aus Organen. 
Wichtig für die Milzbranddiagnose an der Leiche. 
Organe sind nur dann genügend präzipitinogen- 
haltig, wenn sie Bakterien in großen Mengen enthalten. 

1. Einfacher Auszug. (Pfeiler.) Ein haselnußgroßes 
Stück des verdächtigen Materials wird mit etwas Sand 
verrieben und mit Chloroform versetzt, das nach 
einigen Stunden abgegossen wird. Die mit Glasstab 
zerkleinerte, gehärtete Masse wird mit etwa 5 — loccm 
0,5 °/o Karbolkochsalzlösung Übergossen. Wiederholt 
umrühren. Nach 2 Stunden mehrmals bis zur völligen 
Klarheit durch gleiches Papierfilter filtrieren. Lang- 
same aber verläßlichste Methode. 

2. Schüttelauszug (Ascoli). Ein etwa haselnußgroßes 
mit Quarzsand zerkleinertes Organstück wird mit 
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5 ccm o,5**/o Karbolkochsalzlösung etwa 3 Minuten 
lang kräftig geschüttelt. Dann wird i ccm Chloro- 
form zugegeben und wiederum 2 Minuten gut durch- 
geschüttelt. Dann durch das gleiche Papier mehrere 
Male filtrieren, bis eine wasserklare bis schwach- 
gelbliche Flüssigkeit übrigbleibt. 
3. Kochauszug. Ein Stück des zu untersuchenden Ma- 
terials wird mit der 5 — 10 fachen Menge NäCl- Lösung 
gekocht und dann durch Papier filtriert. Kochaus- 
zug oft störend opaleszent. Für Ascolis Thermo- 
präzipitation. 

B. Darstellung von Bakterienpräzipitinen. 

Dazu eignen sich Bakterien besser als deren Auszüge. 
Man nimmt Kaninchen. Für Milzbrand-Präzipitin ist 
am besten Esel geeignet. 

Zweckmäßig ist eine Mischung mehrerer Bakterien- 
stämme der gleichen Art zu nehmen. Milzbrandbazillen 
werden am besten auf Agar gezüchtet, der mit sterilem 
Pferdeserum überschichtet ist. 

Vor der Behandlung Blutentnahme zur Prüfung 
auf Normal-Präzipitine. Erfahrungsgemäß besitzt das 
Serum vieler Tiere die störende Eigenschaft mit allen 
möglichen Antigenen, aber auch mit reiner Bouillon, 
physiologischer NaCl- Lösung, mit Ringbildung un- 
spezifisch zu reagieren. Manchmal nutzt erhitzen auf 60® 
(Hoke) oder Herstellung und Verdünnung der Präzi- 
pitinogen-Lösung mit artgleichem Serum statt mit NaCl- 
Lösung. 

Tiere mit Normalpräzipitinen sind am besten von 
der Immunserumbereitung auszuschHeßen. 

Schnellimmunisierungsverfahren von Fornet und 
Müller. 
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Bei 65° abgetötete Bakterien werden Kaninchen am 
besten intraperitoneal ev. auch intravenös, aber nicht 
subkutan, an drei aufeinander folgenden Tagen in Mengen 
von ^U, ^U, ^/i Schrägagarkultur eingespritzt. Blutent- 
nahme aus dem Ohr, am vierten Tage. 

Titerbestimmung: Ist Titer nicht hoch genug, dann 
am besten intravenös fortfahren. Bakterienaufschwem- 
mung für intravenöse Injektion herstellen, wie auf 
Seite 26 angegeben, dann verdünnen mit .NaCl-Lösung, 
kräftig schütteln und ^U Stunde stehen lassen. Obere 
gleichmäßige Aufschwemmung abheben. Vor der defini- 
tiven Blutentnahme 24 Stunden hungern lassen, um Opa- 
leszenz der Sera zu vermeiden. Sera sobald wie möglich 
vom Blutkuchen trennen, damit das Serum keinen ge- 
lösten Blutfarbstoff enthält. 

Aufbewahrung des Serums durch: 0,5^/0 Karbol- 
zusatz. Zu je neun Teilen des klaren Serums ist ein 
Teil einer klaren 5^/0 Karbol-NaCl- Lösung tropfenweise 
unter ständigem Schütteln zuzusetzen. Fornet empfiehlt 
Zusatz von 40^/0 Formaldehyd zum Typhuspräzipitin 
im Verhältnis von i : 5000. Vor Licht geschützt und 
kühl aufzubewahren. 

C. Titerbestimmung bakterieller präzipitieren- 
der Immunsera. 
Man geht von einer Präzipitinogenlösung von be- 
stimmter willkürlich festgesetzter Konzentration aus, 
von der man einen größeren Vorrat besitzt, und be- 
trachtet die in dieser enthaltenen Menge präzipitino- 
gener Substanz als Normaleinheit. Später auszuwertende 
Präzipitinogenlösungen werden in ihrer Konzentration 
bewertet mit Hilfe solcher ausgewerteter Seren. Ein 
Serum ist einwertig, wenn es mit der Normaleinheit 
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„ III. fünfzigfach zu bewerten sein. 
„ ' f II. gibt überhaupt keine momentane Ringbildung. 
Gebrauchssera zur Erkennung von Milzbrand müssen 
folgende Forderungen erfüllen: 

1. Titerbestimmung muß von der Serumbereitungsstelle 
gegeben sein; 

2. müssen momentan in der Ringprobe gegenüber Milz- 
brandkultur und Organextrakt reagieren; 

3. dürfen sicher nicht reagieren mit Extrakt von ge- 
sunden Tieren; 

4. dürfen nicht unspezifisch reagieren mit Extrakten 
aus faulen Organen anderer Tiere und von Tieren, 
die an anderen Krankheiten gestorben sind. 
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D. Ausführung der Reaktion. 

a) Mischprobe. Die vollkommen klaren Flüssig- 
keiten sind mit Kapillarpipetten zu entnehmen, um einen 
vorhandenen Bodensatz nicht aufzuwirbeln. Steriles 
Arbeiten zweckmäßig, da bei nicht konzentrierten Prä- 
zipitinogen und nicht starkem Präzipitin längere Zeit 
24 Stunden im Brutschrank zu warten ist, Reaktion 
am besten neutral. Schwachsaure Reaktionen begünstigen 
Reaktionen nicht spez. Art. 5 ccm Präzipitinogen + 
lA 0,5, 0,2, 0,1 Immunserum. Aber für die gewöhn- 
liche Diagnostik quantitatives Arbeiten nicht immer er- 
forderlich. Die entstehende Trübung und Flockung 
erkennt man am besten im reflektierten Licht gegen 
schwarzen Hintergrund. 

b) Schicht oder Ringprobe. 

1. Ringprobe in Kapillaren. Methode von Pfeiler. Das 
Antigen und das zu untersuchende Serum in je ein 
Schälchen. Tn eine gut gereinigte fein ausgezogene 
Kapillare (Reinigung der Kapillare durch Füllen der- 
selben mit aqua dest. und kochen in der Flamme), 
wird erst die eine, dann die andere Flüssigkeit auf- 
gesaugt. Von jeder genügt i ccm, dann Spitze 
zuschmelzen. An der Berührungsstelle, erkennbar 
durch die Lichtbrechung, tritt bei positivem Ausfall 
eine Ringbildung ein. 

2. Überschichtung, besser als Unterschichten. Am besten 
in Uhlenhutschen Präzipitationsröhrchen, 3 cm lang, 
3 mm Lichtung ; besonderes Gestell für günstige Ab- 
lesung. 

Spezifisch schwerere Substanz wird stets zuerst 
eingefüllt, ^/a cm hoch. Ist Präzipitinogen durch 
Glyzerinzusatz schwerer, dann mit NaCl-Lösung ver- 
dünnen. Dann mit neuer Pipette (am Rande lang- 

Schmidt, Die Technik. 4 
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sam hineingleiten lassen, ev. vorher in das Röhrchen 
hineinhauchen!) die zu prüfende Flüssigkeit, eben- 
falls ^/a cm hoch. Die Reaktion ist positiv, wenn 
bei Zimmertemperatur in i — lo Minuten ein kräftiger, 
grau -weißer Ring an der Berührungsstelle auftritt, 
ev. Doppelring. Ablesung spätestens nach einer 
Stunde, da sonst Normalringe auftreten können. 
Kontrollen berücksichtigen. 

Schwierige Beurteilung, wenn es sich um Prä- 
zipitinnachweis im Blut mittels bekannter Präzipi- 
tinogene handelt. (Rotzdiagnose.) Umgekehrt ist 
der Präzipitinogennachweis leichter mit Hilfe von 
Immunseren (Milzbrand). 

I. Milzbrand. 
Präzipitinogennachweis mittels Immunserum (Pfeiler). 

1. Extrakt aus dem zu prüfenden Organ 

-f-präz. Milzbrandserum 

2. Extrakt aus dem zu prüfenden Organ 

+ Normalserum 

3. Extrakt aus sicher milzbrandigem Material 

-f-präz. Milzbrandserum 

4. Extrakt aus sicher milzbrandigem Material 

+ Normalserum 

5. Extrakt aus milzbrandfreiem Material 

-|-präz. Milzbrandserum 

6. Extrakt aus milzbrandfreiem Material 

-f- Normalserum. 

Bei bekannten Immunsera sind 5 und 6 nicht immer 
nötig. 

Es ist zu empfehlen neben dem konzentr. Extrakt 
noch eine Verdünnung desselben von i : 50 anzuwenden. 
Reaktion ist entweder momentan oder nach 5 Minuten. 
Beurteilung nach spätestens 15 Minuten. 
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Schema von Ascoli. 

1. Extrakt aus dem zu prüfenden Organ + präz. Milzbrandserum 

2. Extrakt aus der Milz eines an Milz- 

brand gestorbenen Tieres + präz. Milzbrandserum 

3. Extrakt aus Milzbrandkultur auf 

Schrägagar + präz. Milzbrandserum 

4. Extrakt aus milzbrandfreiem Material + präz. Milzbrandserum 

5. Physiol. Kochsalzlösung + präz. Milzbrandserum 

6. Extrakt des zu prüfenden Materials + Normalserum. 

7. Extrakt aus der Milz eines an Milz- 

brand gestorbenen Tieres + Normalserum. 

IL Rotz. (Methode von Pfeiler.) 
Das Rotzpräzipitinogen wird folgendermaßen her- 
gestellt : Methode von Pfeiler. Gut bewachsene Kollesche 
Schalen werden mit 0,5^/0 karbolhalt igem Pferdeserum 
(loccm auf die Schale) abgeschwemmt und geschüttelt. 
Dann wird durch ungebrauchte Reichelkerze filtriert. 
Vorher ist auszuproben, daß das verwendete Pferde- 
serum mit artgleichem Serum keine Ringbildung gibt. 
Kurz vor dem Versuch wird der filtrierte Auszug n^it 
der 6 — 12 fachen Menge nicht mit karbolversetztem 
Pferdeserum verdünnt, das bei vorheriger Prüfung keine 
Ringbildung mit arteigenem Serum gab. Kurze Zeit 
nach der Mischung pflegt sich Trübung einzustellen. 
Vor dem Gebrauch wird der Auszug in Pferdeserum 
noch mit NaCl- Lösung verdünnt, i ccm auf i ccm Aus- 
zug, um ihn spezifisch leichter zu machen. 

Ausführung der Probe; 
Von dem zu prüfenden unverdünnten und nicht 
inaktiviertem Serum, das unbedingt vor der Anstellung 
einer Malleinprobe entnommen sein muß, wird je 0,3 
in zwei Uhlenhuth-Röhrchen gefüllt. Dann läßt man sehr 
vorsichtig an der Innenwand des schiefgehaltenen Röhr- 

4* 
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ehens 0,04 — 0,05 ccm des Auszuges laufen und fügt 
erst die weiteren 0,26 ccm ebenso vorsichtig zu, nach- 
dem der erste Tropfen die Oberfläche des Serums er- 
reicht hat. Der serumhaltige Auszug muß sich scharf 
gegenüber dem Serum abgrenzen. Das zweite Röhrchen 
wird in gleicher Weise überschichtet, jedoch mit einem 
Gemisch von zwei Teilen NaCl und 6 — 12 Teilen des 
Pferdeserums. Resultat ist nach spätestens einer Stunde 
Stehenlassen bei Zimmertemperatur abzulesen. Bei 
starkem präzipitinhaltigen Sera ist ein grauer Ring 
nach I — 10 Minuten zu sehen. 

Kontrollreaktionen nach folgendem Schema: 

I. 0,3 ccm Serum eines verdächtigen Pferdes -f- 0,3 ccm (i Teil 

NaCl + I Teil Pferdescnimrotzextrakt. 

II. 0,3 ccm Serum eines verdächtigen Pferdes + 0,3 ccm (2Teile 

NaCl -}- 6 Teile Pfcrdeserumrotzcxtrakt 

III. 0,3 ccm Serum eines sicher rotzkr. Pferdes + 0,3 ccm = I. 

IV. 0,3 ccm Serum eines nicht rotzkr. Pferdes + 0,3 ccml= I. 
V. 0,3 ccm Serum eines verdächtigen Pferdes 4" 0,3 ccm (i Teil 

NaCl + I Teil Pferdcscrum d. Verdünnungsflüssigkeit. 

* VI. 0,3 ccm Serum eines sicher rotzkr. Pferdes + 0,3 ccm (i Teil 

NaCl + I Teil Pferdeserum d. Verdünnungsflüssigkeit. 

VII. 0,3 ccm Serum eines« sicher nicht rotzkr. Pferdes -|- 0,3 ccm , 

(i Teil NaCl -f- 1 Teil Pferdeserum d. Vcrdünnungsflüssigkei t.) 

VIII. 0,3 ccm Pferdescrum d. Verdünnungsflüssigkeit + 0,3 ccm 

Karbol-NaCl-Lösung. 
Positive Ringbildung muß auftreten in I., IL u. III. 

Weitere Methoden von Mießner, Müller u. Koneflf 
finden sich im KoUe-Wassermann Handbuch II. Aufl. 
Bd. IL S. 772 usf. 

III. Diphtherie. 

(A. V. Wassermann. Deutsch-med. Woch. 1902, Nr. 44, S. 785). 

Diphtheriebazillen, die 24 Stunden bei 60^ und dann 

im Exsikkator getrocknet sind, werden im Achatmörser 

auf das Feinste zerrieben. Das Bakterienpulver wird 
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mit o,i^/o Äthylen - Diaminlösung (20ccm Lösung zu 
I g Pulver) versetzt, mehrere Stunden geschüttelt, dann 
24 Stunden stehen lassen, filtriert und klar zentrifugiert. 
Mit dieser sehr toxischen Lösung werden Kaninchen 
vorsichtig behandelt zur Gewinnung von Immunserum. 
Setzt man ein solches Iitimunserum zu gleichen Teilen 
einem klaren Auszuge aus Diphtheriebazillen zu, so 
entsteht rasch eine Trübung. Gewöhnliches antitoxisches 
Diphtherieserum hat keine Wirkung. Das Immunserum 
soll brauchbar sein zur DiflFerenzierung der echten und 
Pseudodiphtheriebazillen und zwar sowohl durch Ag- 
glutination wie Präzipitation, die nach Arbeiten von 
Schoner (Wien. klin. Woch. 1902, Nr. 48, 1903, Nr. 50) 
übereinstimmendes Verhalten zeigen. 

IV. Meningitis. 
(Vincent u. Bellet. Acad. de medec. 16. III. 1909. Bull, et memoir 
de la soc. medic. d*Hopitaux de Paris Vol. 27. 3. serie 1909. p. 952.) 

Zur Gewinnung von Immunserum werden Kaninchen 
wiederholt mit kleinen Mengen von Meningokokken 
vorbehandelt. Die Kokken sollen 24—48 Stunden in 
dest. Wasser mazeriert werden und sind vor der In- 
jektion auf 58® zu erhitzen. 

Ausführung der Probe: 
' In zwei kleine sterilisierte Röhrchen werden je 
50 — 100 Tropfen der verdächtigen, vor Luft zu schützen- 
den, klaren Zerebospinalflüssigkeit gefüllt. Ein Röhrchen 
dient zur Kontrolle, in das andere werden je nach dem 
Präzipitingehalt des Immunserums 2 — 5 Tropfen des- 
selben gebracht. Ablesung erfolgt nach 8 — 14 Stunden 
Aufenthalt der verschlossenen Röhrchen bei 50**. Neben- 
reaktionen werden bei microc. catarrhalis und Diplo- 
cocc. crassus beobachtet. 
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V. Pest. 

Diagnose auch noch bei bereits in Fäulnis über- 
gegangenen Rattenkadavern möglich. (Piras, Zentralbl. 
f. Bakt. 1913, I. Orig.-Bd. 71, S. 69.) 

Kaninchen liefert durch intravenöse und intraperi- 
toneale, in Abstände^n von fünf Tagen durchgeführte Be- 
handlung mit im Ganzen neun, abgetöteten, viertägigen 
Pestbazillenschrägagarkulturen ein agglutinierendes Im- 
munserum 1 : 1000. Dieses Serum präzipiert deutlich 
nach zwei Stunden bei 37^ noch in der Verdünnung 
von 0,006 ccm einen Pestbazillen-Kochsalzschüttelauszug. 
Mit Hilfe dieses Serums gelingt es, spezifische Präzipi- 
tate in Organauszügen von an Pest gestorbenen Ratten 
zu erhalten, selbst wenn der Rattenkadaver bereits 
eingetrocknet ist, bis zum 68. Tage nach dem Tode, 
in Auszügen von Rattenfäzes noch nach 40 Tagen. Die 
Spezifität der Reaktion ist eine sehr hohe. 

Für Typhus hat sich die Agglutination besser be- 
währt als die Präzipitation, siehe Fickers Diagnostikum. 
Die Präzipitationsprobe bei Tuberkulose hat keinen 
praktischen Wert, desgleichen die bei anderen Infek- 
tionskrankheiten. Siehe Buch von Pfeiler: „Die Er- 
kennung der bakt. Infekt.-Krankheiten mittels der Prä- 
zipitationsmethode. BerHn 1918. Rieh. Schoetz." 



HL Nachweis von Mehlverfälschungen 

mit Hilfe von spezifisch wirkenden Getreideantiseris. 

Die Herstellung spezifisch wirkender Sera ist sehr 
kompliziert, da im Getreide Mischungen einer großen 
Zahl von Eiweißkörpern vorhanden sind, die erst isoliert 
werden müssen. (Technik und Literatur bei Thöni und 
Thaysen, Zeitschr. f. Immunforschung 1914, Bd. 23, S.83.) 
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C. Bakteriozidie und Bakteriolyse. 

Leitsätze: Normales Blut hat bereits bakterien- 
tötende Kräfte; diese wohnen beim Menschen entweder 
dem Serum inne (z. B. gegenüber Typhus), brauchen 
Komplement und sind daher thermolabil, oder sie sind 
im Plasma = Serum + Filbrinogen vorhanden, z. B. gegen- 
über Streptokokken. Letztere Kräfte sind thermostabil 
(Much). Diese an und für sich nicht abgestimmte 
bakterientötende Kraft wird durch Immunisierung so 
gesteigert, daß schließlich im Blutserum abgestimmte 
Immunkräfte gegenüber dem betreffenden Erreger vor- 
handen sind, die letztere abzutöten und aufzulösen ver- 
mögen. 

Dieser Vorgang ist nachweisbar: 

1. Durch Tierversuch (Pfeiffer). Bringt man Immun- 
serum mit den homologen Bakterien in die Bauchhöhle 
eines Meerschweinchens, dann erfolgt nach einiger Zeit 
Abtötung und Auflösung. 

2. Im Reagenzglas durch das Plattenverfahren. Die 
bakterienlösender Eigenschaft des Serums wird benutzt : 

I. Zur Erkennung eines fraglichen Bakterienstammes. 
Besonders wichtig zur Diagnose der Cholera und des 
Typhus. Tierversuch. 

II. Zum Nachweis der noch bestehenden oder über- 
standenden Krankheit durch das Serum des Patienten. 
Plattenverfahren. 

I. Pfeifferscher Versuch zur Erkennung einer 
Bakterienart bei Typhus und Cholera. 

Dazu braucht man ein sehr hochwertiges Immun- 
serum. 

Herstellung des Immunserums: Durch mehr- 
malige Einspritzung bei 60^ abgetöteten Kochsalz- 
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Suspensionen von Schrägagarkulturen der betreffen- 
den Bakterien in die Bauchhöhle von Kaninibhen. 
Serumgewinnung etwa lo — 14 Tage nach der letzten 
Injektion. Die Sera werden am besten trocken aufbe- 
wahrt und lassen sich in der zehnfachen Menge sterilen 
destillierten Wassers leicht und ohne Erwärmen lösen. 

Wertbestimmung des Serums: 

Nach Pfeiffer hat ein bakterizides Serum die I. E.- 
Immunität seinheit, wenn es im Meerschweinchenversuch 
gerade noch ausreicht, das Tier vor der zehnfach töd- 
lichen Dosis zu schützen. Man muß stets gleichschwere 
Tiere von je 200 — 300 g Gewicht nehmen. Die zur 
Einspritzung kommende Flüssigkeit soll immer i ccm 
betragen, indem die abgestuften Mengen des Serums 
mit einer Öse Kulturmasse von 18 — 24 Stunden alter 
Agarkultur gemischt werden. Der Titer muß mindestens 
1 : 1000 sein, d. h. 0,001 ccm Serum in i ccm Bouillon 
verteilt, muß genügen, um i Normalöse = 2 mg 18 stün- 
diger Agarkultur zur Auflösung zu bringen. Besser 
ist aber ein Serum von i : 5000, von dem also 0,0002 ccm 
genügt. Die Sera werden vom Institut für Infektions- 
krankheiten in Berlin abgegeben. 

Ausführung des Pfeifferschen Versuches. 
Typhus und Cholera. 

In vier sterile Röhrchen werden folgende Mischungen 
angesetzt: vorausgesetzt wird ein Serum vom Titer 
0,0002. 

0,2 Trockenserum werden in 10 ccm Wasser steril 
gelöst. Davon enthält also 0,1 ccm 0,002 = zehnfache 
Titerdosis. Diese Menge kommt in Röhrchen II. 

I ccm der Serumverdünnung wird mit i ccm NaCl- 
Lösung vermischt; davon enthält 0,1 ccm 0,001 =fünf- 
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fache Titerdosis. Diese Menge kommt in Röhrchen I. 
Normales Kaninchenserum wird i : lo mit NaCl-Lösung 
verdünnt; davon enthält o,i ccm 0,01 = 50 fache Titer- 
dosis ; kommt in Röhrchen III. 
I. I ccm Bouillon + 0,001 Testscrum (5 fache Titerdosis) 

4" I Öse Agarkultur. 
IL I ccm Bouillon + 0,002 Testserum (10 fache Titerdosis) 

+ 1 Öse Agarkultur. 

III. I ccm Bouillon + 0,01 norm. Kaninchenserum (50 fache 

Titerdosis) + i Öse Agarkultur. 

IV. I ccm Bouillon -\ f- i Öse Agarkultur. 

Es ist erforderlich, um gleiche Verhältnisse zu er- 
halten, die Serummengen in gleichem Volumen zuzu- 
setzen, was je nach dem Titer des Serums zu be- 
rechnen ist. 

Ist das Immunserum nicht sehr hochwertig, kann 
die 50 fache Menge normalen Kaninchcnseruitis zu groß 
sein; dann treten die bakteriolytischen Kräfte des nor- 
malen Serums in Wirksamkeit, so daß auch bei Kontroll- 
tier (III) Bakteriolyse eintritt. 

In allen Röhrchen wird je eine Öse einer 18 stün- 
digen Kultur verrieben. Dann wird der Inhalt der 
Röhrchen gut durchmischt und nun vier Meerschwein- 
chen von je 200 — 300 g Gewicht, auf jeden Fall von 
gleichem Gewicht, in die Bauchhöhle eingespritzt/ 

Nach Kurzschneiden der Bauchhaare wird mit Schere 
in eine kleine Hautfalte eingeschnitten, dann die Haut- 
öffnung etwas verschoben, damit die Bauchhöhlen- 
eröffnungswunde später durch Haut verdeckt ist, und 
mit nicht zu spitzer Kanüle der Inhalt der Röhrchen, 
je I ccm, in die Bauchhöhle eingespritzt. 

Nach 20 Minuten und nach einer Stunde wird dann 
mit Glaskapillaren (nicht zu dünn! Gefahr des Ab- 
brechens, und nicht zu scharf), möglichst an gleicher 
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Körnchenbildung oder Auflösung der Bakterien erfolgt 
ist. Bei Tier III und IV muß der hängende Tropfen 
eine große Menge gut beweglicher und in ihrer Form 
erhaltener Bakterien zeigen. 



II. Nachweis bakterizider Stoffe im Serum von 
Kranken. Typhus und Cholera. 
I. Durch den Pfeifferschen Versuch: hierzu sind 
erforderlich: Krankenserum und echte Cholera- bzw. 
Typhusbazillen in 1 8 stündiger Schrägagarkultur. Vor- 
bedingung ist ihre Virulenz (Kontrolle durch Tier IV), 
die bei alten Laboratoriumsstämmen von Cholera oft 
verschwunden ist. Patientenserum ist vorher zu inakti- 
vieren und wird mit Bouillon verdünnt , im Verhältnis 
1 : 20, 1 : 100 und i : 500; je i ccm dieser Verdünnung 
wird mit einer Öse Bakterien versetzt und sonst wie 



bei [1] verfahren. 




Bouillon 



1,0 Boullion 
IV 



Der Pfeiffersche Versuch mit Patientenserum kann 
angesetzt werden, wenn die Agglutinationsprobe ver- 
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sagt. Vorbedingung ist jedoch eine genügend große 
bakterizide Kraft. 

Der Pfeiffersche Versuch zur Erkennung eines 
Bakterienstammes kann und muß bei Cholera heran- 
gezogen werden, wenn der Stamm sich als inagglu- 
tinabel erweist, oder aus anderen Gründen die Agglu- 
tination mit Immunserum versagt. Läßt uns auch der 
Pfeiffersche Versuch im Stich, bleibt noch die Her- 
stellung eines Immunserums durch aktive Immunisierung 
mit dem betreffenden Stamm. 

III. Nachweis bakterizider Kräfte 
des Patientenserums im Reagensglas. 
Bakterizides Plattenverfahren nach Neißer und 
Wechsberg. 

Die Probe wird im allgemeinen selten ausgeführt. 
Sie ist angebracht, wenn die Agglutination uns im 
Stiche läßt. 

Nach Stern u. Körte (Berl. klin. Wochenschr. 1904), 
wird sie für Typhus folgendermaßen^ ausgeführt : 

Es muß streng steril gearbeitet werden. 

Zu einer Serie fortlaufender Verdünnungen des 
^k Stunde auf 56^ erhitzten Patientenserums kommt 
0,5 ccm eines zehnfach verdünnten frischen Kaninchen- 
serums als Komplement und 0,5 ccm einer 500 fach 
verdünnten 24 Stunden Typhusbouillonkultur. 

Da3 Gemisch wird in gewöhnliche Reagensgläser 
angesetzt und nach 3 — 4 Stunden stehen bei 37® mit 
auf 41^ C abgekühlten Agar auf Platten in Petrischalen 
gegossen. Ein Röhrchen mit Kochsalzlösung statt Serum 
wird sofort gegossen, um die Menge der ursprünglichen 
Bakterienaussat zu kontrollieren. 
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NaCl-Lösung i,S 1,5 1,0 1,0 1,5 

1:10 verd. Kaninchenser. — — 0,5 — 0,5 

Bakterienemulsion .... 0,5 0.5 0,5 — — 

Kontrolle: 

I. wird sofort gegossen ; zeigt ursprüngliche Aussaat an. 

IL wird nach 4 Stunden 37° gegossen ; zeigt normale 

Vermehrung an. 

III. wird nach 4 Stunden 37^ gegossen; zeigt die ev. 
bakterizide Kraft des normalen Serums an. Ist 
letztere groß, ist der Versuch unbrauchbar. 

IV. u. V. dienen als Sterilitätsprüfung. 

Es kann auch Gelatine benutzt werden, aber da Be- 
brütung dann bei 22^ stattzufinden hat, ist 48 Stunden 
zu warten. Bei Agar kann nach 12 Stunden abgelesen 
werden. 

Genaue Auszählung der Kolonien ist überflüssig, 
da nur augenfällige Unterschiede zu bewerten sind. 

Je höher der bakterizide Titer eines Patientenserums 
über die gewöhnlich bei normalem Serum gefundenen, 
selten i : 800 erreichenden Werte hinausgeht (Hahn, 
Deutsch. Archiv f. klin. Medizin 1905.), je mehr spricht 
der positive Ausfall der Probe für Typhus. Der Unter- 
schied des bakteriziden Titers bei Normalen und bei 
Typhuskranken gibt eine Tabelle von Körte und 
Steinberg. 
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Der bakterizide Titer war bei Normalen ^kra^k^n"*^ 
unter loo in 74^/0 o®/o 

zwischen 100 und 1000 in 8,5**/o 3,3 ®/o 

zwischen 1000 und 10 000 in iSA^Io iSA^Io 

zwischen 10 000 und 100 000 in 2 ^lo 23,3 *^/o 

über 100 000 in o®/o 58,3^/0 

Diese Tabelle erleichtert die Beurteilung der Probe 
für die Diagnose des Typhus. 

D. Hämolyse. 

Leitsätze: Wird ein Tier mit den roten Blut- 
körperchen einer anderen Tierart unter Umgehung des 
Darmkanals vorbehandelt, so gewinnt das Serum dieses 
Tieres die Eigenschaft, die roten Blutzellen der anderen 
Tierart im Reagensglase zu lösen. Diese hämolysierende 
Eigenschaft geht durch Erhitzeir^es Serums für eine 
halbe Stunde auf 55^ verloren (Inaktivieren). Sie wird 
aber wieder hergestellt durcli Hinzufügen von frischem 
Serum (Komplement oder Alexin). Hierzu' kann fast ' 
jedes frische Serum benutzt werden, am besten ist je^* "* ' 
doch Meerschweinthenserum, das dsher stets genommen 
wird. Blutkörperchen, die mit Immunhämolysin oder 
Ambozeptor beladen sind, werden" sensibilisiert be- 
zeichnet. Das Gferfiisdi^lutzellen und Ambozeptor und 
Komplement nennt man ein hämolytisches System. 

I. Herstellung eines hämolytischen 
Immunserums. 
Es soll ein Hammelblut lösendes Kanifichenimmun- 
serum gewonnen werden. 

Gewinnung der Hammelblutkörperchen^ 
Der Hammel wird, wenn nicht genügend Hilfe zum 
Halten desselben vorhanden ist, am besten in eine 

{ 
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Ecke gestellt, damit er nicht ausweichen kanrv> Nach- 
dem dieAVolle am Halse ganz kurz geschnitten ist 
und die Haut gründlich mit Alkohol abgerieben wurde, 
zieht der Gehilfe eine dicke Schnur, die vorne tief 
unten am Hals angelegt wird, an und zwar möglichst 
nach hinten und unten, damit nicht die Haut des Halses 
in Falten gezogen wird. Durch die StauÄftg schwefle 
die Halsvenen" oeiderseits zu fingerdicken Strängen an, 
die durch die Haut leicht zu fühlen sind^. Nun wird 
mit einer sterilen, dicken, scharfen Straußschen Nadel 
erst die Haut durchstochen, die man sich in einer 
kleinen Falte mit der anderen Hand fixiert. Dazu hält 
man die Nadel möglichst parallel zur Haut, bjs man 
meist mit einem Ruck durch die Haut gelangt ist, erst 
dann sucht man die Vene anzustechen, die man gleich- 
falls mit der anderen Hand fixiert. 
^ 2i) Das im Strahle &$s?feten(le *Blut wird in ein 
diiicwandi^s steriles Gefäß mit Eisenhobelspanetf oder 
Glaspenien aufgefangen. Kurz vor dem Ende der Blut- 
entnahme wird der Strick losgelassen und dann mit 
einem Ruck die Nadel entfernt. Kurze Kompression 
mit einem Wattebausch^ verhindert jede Nachblutung. 
Das so aufgefangene Blut wird für mindestens 5 Minuten 
kräftig geschüttelt und dann steril durch einen Trichter 
mit einer dünnen Watteschicht filtriert, um die Fib- 
ringerinnsel zurückzuhalten. 

b) Oder aber, man fängt das Blut in Na-Citratlösung 
auf. In einem Meßzylinder von 50 ccm Inhalt wird 
5 ccm 10 °/o Na-Citratlösung gebracht und dann Blut 
einlaufen lassen bis 50 ccm. Das Blut hat dann einen 
Gehalt von i ®/o Na-Citrat, das die Gerinnung ver- 
hindert. Das nach a) oder b) erhaltene Blut wird zfentri- 
fugiert. Das überstehende Serum wird fortgegossen 
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und durch 9^/0 NaCl-Lösung ersetzt, mit der der Boden- 
satz von Blutkörperchen durchgeschüttelt wird' und 
von neuem zentrifugiert wird. Dieser Vorgang wird 
dreimal wiederholt. In vielen Fällen genügt auch zwei- 
maliges Waschen. Zu häufiges Waschen, sowie die An- 
wendung einer zu stark wirkenden Zentrifuge schädigt 
die Blutzellen, so daß sie Neigung zu spontaner Hä- 
molyse in NaCl-Lösung zeigen. Für Hämolysever- 
suche nimmt man besser eine 0,9 als 0,85^/0 NaCl- 
Lösung. Zum Schlüsse wird über die zentrifugierten 
Blutkörperchen soviel NaCl-Lösung gegeben, als dem 
ursprünglichen Volumen Blut entspricht. Um eine 
5^/0 Blutkörperchenaufschwemmung zu haben, nimmt 
man 5 ccm dieser Suspension gewaschener Blutzellen 
und füllt bis 100 ccm auf mit 0,9^/0 NaCl-Lösung. 
Ma n kann auch den ze p trifugierten Bodensatz in die 
Pipette^en^n und 5 : 10 v eraunne^ Eine solche Auf- 
scnwemnmngis^^ sehr von dem 

Wirkungsgrad der Zentrifuge ab. Die Blutzellen lassen 
sich für beschränkte Zeit aufbewahren unter Formalin- 
zusatz. (0,16 ccm des 40^/0 Formalin auf 100 ccm Blut- 
aufschwemmung.) 

Eine so gewonnene Aufschwemmung von Blutzellen 
wird zur Immunisierung von Kaninchen benutzt. 

Man spritzt 0,5— 1,0 ccm dieser Aufschwemmung 
jeden fünften Tag in die Ohrvene, die späteren Ein- 
spritzungen sind für das Tier gefährlich (Überempfind- 
lichkeit), so daß manche sterben, daher ist es empfehlens- 
wert, mehrere gleichzeitig in Behandlung zu nehmen. 
In den meisten Fällen genügen drei Einspritzungen. 
Probeentnahmen aus der Ohrvene (Technik S. 11). 
Oder man spritzt 2 ccm dieser Blutaufschwemmung an 
vier aufeinanderfolgenden Tagen in die Ohrvene, und 
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prüft vom sechsten Tage nach der Injektion täg- 
lich, bis der Titer die gewünschte Höhe hat. Oder 
man spritzt 3—4 ccm dieser Aufschwemmung jede 
Woche in die Bauchhöhle. Dieses Verfahren ist lang- 
sam, aber gefährdet die Tiere nicht. Ist genügend 
hochwertiges Hämolysin gebildet, i : 2000 und höher, 
dann empfiehlt sich, das Tier zu entbluten. 

Das Serum wird am besten unter möglichster Wah- 
rung der Sterilität in Mengen von i ccm in Ampullen 
abgefüllt und dann inaktiviert, eine halbe Stunde 56^. 
So behandeltes Serum ist sehr lange haltbar. Zusätze 
von Karbol oder änderen keimwidrigen Mitteln sind 
weniger zu empfehlen. Will man inaktivieren unter 
Vermeidung von Erwärmen, z. B. bei der Untersuchung 
von Normalhämolysinen, dann verreibt man (nach 
von Dungern) 0,2 g Hefetrockenpulver (herzustellen 
durch Alkoholextraktion von käuflicher Hefe und pul- 
verisieren des Trockenrückstandes) mit 5 ccm Serum 
unter tropfenweisem Zusatz. 2 Stunden bei 37^ bei 
wiederholtem Umschütteln, dann zentrifugieren. 

II. Prüfung des hämolytischen Titers. 

Dazu braucht man frisches Serum eines Meer- 
schweinchens. 

I. Der Versuch wird mit halben Dosen angesetzt 
um Material zu sparen. Von dem inaktivierten Ka- 
ninchenimmunserum werden mit 0,9^/0 NaCl folgende 
Verdünnungen gemacht : i : 100, i : 200, i : 300, i : 400, 
1 : 600, 1 : 800, 1 : 1200, i : 1600, i : 2400, i : 3200, i : 4800 
usw. (Technik S. 93). Je 0,5 ccm dieser Verdünnungen 
werden mit 0,5 ccm einer 5^/0 Aufschwemmung von 
Hammelblut versetzt und für 10—15 Minuten bei 37® 
gelassen ; dann wird jedem Röhrchen 0,5 ccm 1:10 
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verdünntes Meerschweinchenserum (Kompjement) zu-^ 
gefügt, durch Schütteln durchgemischt und bei 37 ® ge- 
halten. Nach längstens einer Stunde wird der Grad der 
Hämolyse abgelesen. 

Als Kontrollen sind zu untersuchen: 

Immunserum 

I : IG verd. Meerschweinchenserum . . . 

o,g^lo NaCl-Lösung 

0,5 ®/o Hammelblutaufschwemmung . . , 

I. Dient zur Kontrolle, daß das Kaninchenserum 
alleine nicht löst; 
II. dient zur Kontrolle, daß das Meerschweinchen- 
serum alleine nicht löst; 
III. dient zur Kontrolle, daß keine Spontanlösung 
der Blutzellen in der Kochsalzlösung statt- 
findet. 
Kontrolle II fällt manchmal positiv aus, d. h. das 
Meerschweinchenserum hat die Fähigkeit, Hammelblut 
zu lösen. In solchem Fall ist die Probe ungültig und 
mjt dem Serum eines anderen Meerschweinchens zu 
wiederholen, oder* die • Komplementmenge muß ver- 
ringert werden. Die einfach lösende Dose ist diejenige 
Menge, die in i ccm Ambozeptorverdünnung i ccm 
5 ^/o Hammelblutaufschwemmung bei 1,0 ccm i : 10 verd. 
Komplement nach einer Stunde bei 37^ glatt gelöst 
hat ; z. B. ist nach einer Stunde Röhrchen i : 3200 glatt 
gelöst, dann ist der Titer 0,00031x2, da der Versuch 
in halben Mengen angesetzt, also 0,0006. 

2. Ein anderes, noch einfacheres Verfahren arbeitet 
mit ganzen Dosen und gestattet die einfache lösende 
Dosis direkt abzulesen. Man macht zuerst eine 
100 fache Verdünnung 0,1 Serum -{-9,9 NaCl-Lösung und 
davon eine 1000 fache Verdüiinung, indem man zu i,0 

Schmidt. Die Technik. 5 

Digitized by VjOOQIC 



— 66 



noch 9,0 NaCl-Lösung setzt. In einer Reihe von Röhr- 
chen werden gebracht: 



Original- 0,9 •/© . 
serum NaCl i 


Hammelblat- 

auf- 
ichwemmung 


I : 10 verd. 
Meer- 
schweinchen, 
serum 


von 100 f acher Vcrd. i,o =o,oi -| 


+ 


1,0 


+ 


t,0 


0,75 = 0,0075 +0,25 


+ 


1,0 


+ 


1,0 


0,5 =0,005 +0,5 


+ 


1,0 


+ 


(,0 


0,25 = 0,0025 +0,75 


+ 


1,0 


+ 


;5 1 


0,15 = 0,0015 +0,85 


+ 


1,0 


+ 


0,1 =0,001 +0,9 


+ 


1,0 


'+ 


1,0 1 


von looofachcr Verd. o,75 — 0,00075 + 0,25 


+ 


1,0 


+ 


1,0 


0,5 =0,0005 +0.5 


+ 


1,0 * 


+ 


1,0 


0,35 = 0,00035 + 0,65 


+ 


1,0 


+ 


1,0 


0,25 = 0,00025 + 0,75 


+ 


1,0 


+ 


1,0 


0,15 = 0,00015 + 0,85 


+ 


1,0 


+ 


1,0 


0,1 =0,0001 +0,9 


+ 


1,0 


+ 


1,0 


sf I. 100 fach vcrd. 1,0 =0,01 +1,0 


+ 


1,0 


+ 


— 


1 II. - +1,0 


+ 


1,0 


+ 


1,0 


iS Im. — +2,0 


+ 


1,0 


+ 





III. Die Bezeichnung des Grades der Hämolyse. 

Viel gebraucht ist folgende Bezeichnung: 

= keine Hämolyse 
Spch = Spürchen Hämolyse 
Sp = Spur Hämolyse 
W = wenig Hämolyse 
m = mäßig Hämolyse 
st = starke Hämolyse 
fk = fast komplette Hämolyse 
fgk = fast ganz komplette Hämolyse 
k = ganz komplette Hämolyse 

Mir hat sich folgende Bezeichnung gut bewährt. 

Da ich sie gleichzeitig benutze zur Ablesung der 
Wassermannschen Reaktion, wo bekanntlich keine Hämo- 
lyse ein positives Resultat bedeutet, so wird keine 
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Hämolyse mit -j- und volle Hämolyse mit — bezeichnet. 
Die rechtsstehenden Zeichen sind in England gebräuch- 
lich und eignen sich sehr, um das Resultat großer Ver- 
suchsreihen dem Auge übersichtlich zu gestalten. 

D 
□ 
D 
Q 

a 



-j- keine Hj 
-jr Spürchen 


iuiolv.Qi» 


>> 




-fr Spur 


)i 


,' 




— [z. wenig 


»> 






-j— deutliche 


»> 


Hemmung überwiegt 


+ .. 


>> 


Lösung „ . . . . . 


— q: starke < 


)i 






— :|: fast komplette 


)) 


aber noch erkennbarer Bodensatz 


• w if 


n 


„ Spürchen Bödensatz 


— • komplette 


i) 


mit etwas Trübung 


,. klare 







Eine sehr genaue Ablesung ermöglicht das Zentri- 
fugieren der Röhrchen und den Vergleich des Farben- 
tones mit einer Hämoglobinskala. Eine solche kann man 
sich nach Gros (Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 62, 1909) 
folgendermaßen herstellen: • 

In jedem Röhrchen befindet sich 0,5 ccm der 5^/0 
Hammelblutaufschwemmüng, und zwar in einem Ge- 
samtvolumen von 1,5 ccm bei Versuch (i) oder bei der 
zweiten Versuchsanordnung 1,0 ccm im Gesamtvolumen 
3,0 ccm. Dann würde die Lösung von 5 ccm der 5^/0 
Blutaufschwemmung + 10 ccm aqua dest. einer Lösung 
entsprechen, in der alles Hämoglobin gelöst ist, was 
im gegebenen Fall überhaupt in Lösung gehen kann. 
Diese Lösung ist also 1 00^/0. Um die niedrigeren 
Farbtöne zu erhalten, wird die 5^/0 Hammelblutauf- 
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schwemmung mit dest. Wasser versetzt nach folgender 
Skala : 





ccm der 5 */ 


Blut- 


ccm 




com der 5 ' 


VoBlut- 


ccm 


Nr. 


aufschwemmung aqu. dest % 


Nr. 


aufschwemmung 


aqu. dest % 


I 


2 


+ 


4 =100 


18 




+ 


4,06=49 


2 


2 


+ 


4,1 =97 


19 




+ 


4,3 =46 


3 


2 


+ 


4,23 = 94 


20 




+ 


4,66=43 


4 


2 


+ 


4,39 = 91 


21 




+ 


5 =40 


5 


2 


- + 


4,53 = 88 


22 




+ 


5,4 =37 


6 


2 


+ 


4,7 =85 


23 




+ 


5,73 = 34 


7 


2 


+ 


4,86 = 82 


24 


1 


+ 


6,4 =31 


8 


2 


+ 


5,06 = 79 


25 




+ 


7,1 =28 


9 


2 


+ 


5,26 = 76 


26 


0,5 


+ 


4 =25 


10 


2 


■ + 


5,46 = 73 


27 


0,5 


+ 


4,53 = 22 


II 


2 


+ 


5,66 = 70 


28 


0,5 


+ 


5,26=19 


12 


2 


+ 


6 =67 


29 


0,5 


+ 


6,24 = 16 


13 


2 


+ 


6,2 =64 


30 


0,5 


+ 


7,66=13 


14 


2 


+ 


6,53 = 61 


31 


0,5 


+ 


30 = 10 


15 


l 


+ 


3,4 =S8 


32 


0.5 


' + 


42,8 = 7 


i6 


l 


+ 


3,46 = 55 


33 


. 0,5 


+ 


75 =*4 


17 


l 


+ 


3,8 =52 


34 


0,5 


+ 300 = I 



Verfahren zur Ablesung der Hämolyse nach Finkel- 
stein (Berl. klin. Wochensch. 1909, Nr. 35). An das 
untere Ende eines trichterartigen Gefäßes von 7 — 8 ccm 
Inhalt ist ein mit Teilung versehenes Glasröhrchen von 
40 mm Länge und i mm innerer Lichtung angeschmolzen. 

Nach kurzem Zentrifugieren setzen sich die unge- 
lösten Blutzellen in der Kapillare ab und die Höhe 
der Blutkörperchensäule gilt als Maßstab für den Grad 
der Hämolyse. 

Bei dem Verfahren von Moro wird der Blutfarb- 
stoff in salzsaures Hämatin verwandelt und dessen 
Farbenton mit Sahlis Hämometer gemessen. Siehe 
Alexinprobe, S. 70. 
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Mit gleicher Technik läßt sich ein Kaninchen- 
Hämolysin gegenüber Rinderblut, Menschenblut usw. 
herstellen, sowie auch von anderen Tieren, Ziegen, 
Meerschweinchen usw. Hämolysine gegen artfremde 
Blutzellen gewinnen. Ein Schafblutkörperchen lösendes 
Kaninchenserum kann auch hergestellt werden durch 
Einspritzen der Stromata der Schaf blutzellen, sowie 
auch durch Einspritzungen von Aufschwemmungen von 
Organzellen des Meerschweinchens, besonders gut mit 
Niere (s. S. 42). 

Dies gilt nur für Schafbluthämolysine. 

IV. Bestimmung der Widerstandsfähigkeit von 

Blutzellen gegenüber hypotonischer Salzlösung. 

(Münch. med. Woch. 1916, Nr. 18, p. 631). 

Herstellung einer Reihe von Röhrchen, deren Inhalt 
nur um 0,02^/0 NaCl verschieden ist. 

10 ccm einer 0,6% NaCl- Lösung wird in jedes 
Röhrchen gegeben. Dann wird destilliertes Wasser 
zugeführt bis zu der in der Tabelle angegebenen Ge- 
samtmenge. 

Gesamtmenge ccm 10,0 10,3 10,7 ii,i 12,5 12,0 12,5 13,1 
Konzentration ®/o 0,6 0,58 0,56 0,54 0,52 0,5 0,48. 0,46 
Gesamtmenge ccm 13,6 14,2 15,0 15,8 16^6 17,6. 18,7 20,0 
Konzentration *^/o 0,44 0,42 0,4 0,38 0,36 0,34 0,32 0,3 

Innerhalb der Breite von 0,6 — 0,3^/0 NaCl- Lösung 
spielen sich die Resistenzänderungen der roten Blut- 
zellen ab. 

Folgende Lösungen sind der NaCl-Lösung iso- 
tonisch: KNOs = 1,67^/0; Rohrzucker = ca. 8,0^/0; 
Mg SO4 + 7 aqu = S,5^/o ; Ringers Lösung : 0,85^/0 NaCl ; 
0,04^/0 KCl ; o,o2ö/oCaCl2 ; 0,01 «/o NaHNOs . 
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V. Bestimmung des Komplementgehaltes in 

Krankenserum. 

».Klinische Alcxinprobe." Moro: Münch. med. Woch. 1907, 

Nr. 21 u. 31. 

Leitsätze: Jedes frische Serum eines Menschen 
enthält Komplement (Alexin). Es hat demnach die 
Fähigkeit mit einem inaktivierten Immunhämolysin- 
Ambozeptor vorbehandelte sog. sensibilisierte Blut- 
körperchen zu lösen. Setzt man zu sensibilisierten 
Blutzellen frisches menschliches Serum, dann kann 
man dessen KompFementgehalt bestimmen. Der Gehalt 
des menschlichen Serums an Komplement ist schwankend. 
Liquor enthält nur unter pathologischen Bedingungen 
Komplement (s. S. y2). 

Ausführung der Alexinprobe. 

Man setzt die , Probe am besten in Zentrifugen- 
röhrchen an. Zu 0,1 ccm einer lo^/o Hammelblutauf- 
schwemmung in physiol. NaCl- Lösung fügt man 0,1 ccm 
einer Immunhämolysinverdünnung, die der zweifach 
lösenden Dosis entspricht. 

(Z. B. : Ist der Titer 1:1000, so macht man eine 
2®/oo Lösung und nimmt davon 0,1 ccm). Dazu wird 
0,1 ccm eines vierfach verdünnten frischen Menschen- 
serums gebracht. 

Nach zwei Stunden Aufenthalt im Brutschrank 
wird der Grad der Hämolyse bestimmt. 

Dazu wird von Moro folgendes Verfahren angegeben : 
Diejenigen Röhrchen, in denen keine vollständige 
Lösung eingetreten ist, werden zentrifugiert und die 
überstehende Lösung entfernt. Zu dem Bodensatz 
ungelöster Blutzellen wird je 0,1 ccm i : 10 n Salzsäure 
gebracht. Es kommt dadurch zu einer gelben bis 
braunen Lösung. Bildung von salzsaurem Hämatin. 
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Dann wird die ganze Flüssigkeitsmenge jedes Röhr- 
chens in das graduierte Röhrchen des Sahlischen 
Hämometers gegeben und mit der Testlösung in bezug 
auf die Farbe verglichen. 

Drei Möglichkeiten bestehen: 

1. Der Farbenton ist lichter als die Testlösung. 

2. Der Farbenton ist der gleiche. 

3. Der Farbenton ist dunkler. 

Bezeichnet man mit n die Flüssigkeitsmenge, in der 
der Bodensatz gelöst sein muß, um den gleichen Farben- 
ton zu geben wie die Testlösung, dann ist bei 2 n = o,i, 
bei I ist n<o,i, bei 3 ist n>o,i. In diesem Falle 
wird mit X ccm Wasser verdünnt, bis der Farbenton der 
gleiche ist. Dann ist n = o,i-(-X. 

Den größten Wert für n liefert die ungelöste Kon- 
trolle, die die gesamte verwendete Blutzellenmenge 
enthält. Hier wird erfahrungsgemäß n = 0,8, d. h. 0,7 ccm 
Wasser hat zugefügt werden müssen. 

Bewertung des Versuches: 
0,8 entspricht völligem Komplementmangel. 
0,75 — 0,4 spricht für verminderten Komplementgehalt. 
0,4 — 0,1 entspricht normalen Verhältnissen. 
Unter 0,1 zeigt einen vermehrten Komplementgehalt an. 
Bei sehr vielen Menschen hat das frische Serum 
die Eigenschaft, von selbst Hammelblutzellen zu lösen. 
Vorkommen von natürlichen Hammelblutambozeptoren. 
Dies kann unter Umständen störend wirken, da bei 
einem Überschuß von Ambozeptor im allgemeinen 
weniger Komplement zur Lösung nötig ist. In gewissen 
Grenzen ist das Produkt von Ambozeptor Komplement 
konstant. In solchen Fällen kann die Probe mit 
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Menschenblutkörperchen und mit einem Menschenblut 
lösenden Kaninchenimmunserum angestellt werden. 
Dit; Herstellung und Auswertung des Immunserums, 
sowie die Ausführung der Alexinprobe finden nach 
dem gleichen Verfahren statt. 

VI. Hämolysin-Reaktion im Liquor. 
(Weil u. Kafka, Wien. klin. Woch. 191 1, Nr. 10.) 

Prinzip. Bei entzündlichen Veränderungen der 
Meningen finden sich im Liquor Hammelblut lösende 
Normalambozeptoren (Hämolysine) und Komplement, 
welches beides normalerweise fehlt. 

5 ccm frischen Liquor (bei blutigem oder xantho- 
chromem Liquor ist nur die negative Reaktion beweisend) 
wird mit 0,5 ccm 5^/0 Hammelblutauf schwemmun^ in 
einem Zentrifugenröhrchen versetzt und unter häufigem 
Schütteln zwei Stunden lang bei 37® gelassen. Dann 
wird scharf zentrifugiert. Gelbfärbung der überstehenden 
Flüssigkeit beweist Komplementgehalt des Liquors. 
Bei starkem Komplementgehalt kann es zu vollkom- 
mener Hämolyse kommen. — Nun wird die überstehende 
klare Flüssigkeit, mit der die Wa-Reaktion noch an- 
gestellt werden kann, abgegossen und, der Bodensatz 
von sensibilisierten Blutzellen auf 0,5 ccm Volumen 
mit NaCl-Lösung gebracht und mit einer bestimmten 
Komplementdose, die vorher zu bestimmen ist, versetzt. 
Das Gesamtvolumen beträgt 1,0 ccm. Nach drei Stunden 
Brutschrankaufenthalt, währenddem öfters geschüttelt 
wird, wird abgelesen. 

Bestimmung des Kömplementtiters. 
Nach Boas und Neve, Zeitschr. f. d. ges. Neur. u. 
Psych., 191 2, Bd. 10, wird das Meerschweinchenserum 
für einige Zeit in der Kälte mit gewaschenen Hammel- 
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blutkorperchen versetzt, um die Normalambozeptoren 
zu entfernen. 

Komplement 0,2 0,1 0,05 0,03 0,02 

o,9*/o NaCl-Lösung 0,3 0,4 0,45 0,47 0,48 

5^/0 Hammelblutaafscfawemmung . 0^5 0,5 0,5 o,s 0,5 

Die Hämolyse wird abgelesen nach zwei Stunden 
Aufenthalt bei 37®. Man verwendet für den Haupt- 
versuch diejenige Komplementmenge, die eben keine 
Lösung mehr hervorruft. 

Ein negativer Ausfall der Probe- kann unter Um- 
ständen dadurch hervorgerufen sein, daß das Blut des 
betreffenden Patienten keine Normalambozeptoren ent- 
hält. Im gahzen geht der Ausfall der Hämolysinprobe 
mit der Braun-Huslerschen Reaktion im Liquor parallel. 

VII. Saponiareaktion von Hauptmann. 
(Med. Klin. 1910, Nr. 5.) 

Prinzip: Die Menschenblutkörperchen lösende' 
Eigenschaft von Saponin wird in einem hohen Prozent- 
satz durch den Liquor bei Hirn- und Rückenmark- 
tumoren gehemmt. 

Je 0,5 ccm Aufschwemmung gewaschener mensch- 
licher Blutkörperchen (die abzentrifugierten Blutzellen 
von 10 ccm frischen Blutes werden in 66 ccm NaCl- 
Lösung suspendiert), wird gegenüber fallenden Mengen 
0,4, 0,45, 0,5, 0,55, 0,6, 0,65, 0,7 ccm einem i : loooo 
verdünnter Lösung von Saponin (Kahlbaum) geprüft. 
(0,1 ccm einer mit ster. aqua dest. bereiteten Stamm- 
lösung auf 50 ccm ster. NaCl-Lösung bringen.) Nach 
Durchschütteln werden die Röhrchen in den Brut- 
schrank gestellt. Die Hämolyse setzt schon nach 
wenigen Minuten ein. Für den Hauptversuch wählt 
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man diejenige Saponinmenge, die gerade noch imstande 
war, eine fast vollkommene Lösung herbeizuführen. 

Hauptversuch: 0,8 ccm möglichst frischer aktiver 
Liquor wird mit der gefundenen Saponinmenge und 
0,5 ccm der Blutaufschwemmung zusammengebracht. 
Kontrollen mit einem sicher negativen Liquor und mit 
der gleichen Menge NaCl-Lösung. Ablesung, sobald 
die Kontrollen gelöst sind. 

Vin. Psychoreaktion von Much und Holzmann. 
(Münch. med. Woch., 1909, Nr. 20.) 
Prinzip. Menschenblutkörperchen werden durch 
Kobragift unmittelbar gelöst. Gegenwart cholesterin- 
artiger Verbindungen hemmt die lösende Wirkung. 
Hemmende Stoffe sind auch im Serum mancher Men- 
schen, besonders häufig bei Geisteskranken, anzutreffen. 
Versuchsanordnung : Man bestimmt diejenige Kobra- 
giftmenge in 0,2 ccm, durch die 0,5 ccm einer lo^/o 
Aufschwemmung von schwer löslichen Blutzellen (von 
Dementia praecox Kranken) nach einer Stunde bei 37® 
deutlich sich zu lösen beginnen. Zu diesem Gemisch 
werden fallende Mengen: 0,35, 0,3, 0,2, 0,1 ccm mög- 
lichst frischen, aktiven Serums zugesetzt, daneben Kon- 
trollen mit sicher positiven und sicher negativen Seren. 
Sobald die Kontrollen gelöst sind, wird abgelesen. Die 
Reaktion ist nicht spezifisch für Geisteskrankheiten, 
sondern tritt bei Cholesterinvermehrung im Serum auf. 

IX. Methoden zur Spaltung des Komplementes. 
Man kann auf verschiedenem Wege frisches Meer- 
schweinchenserum in zwei Teile spalten, von denen 
jeder für sich sensibilisierte Blutzellen nicht lösen kann, 
wohl aber die Mischung beider. Der eine Teil, der 



Bigitized by 



Google 



— 75 — 

hauptsächlich Albumin und Pseudoglobulin enthält, wird 
Endstück genannt, weil er nicht eher wirken kann, be- 
vor der andere Teil, der die Euglobuline enthält, und 
Mittelstück genannt wird, auf sensibilisierte Blutzellen 
eingewirkt hat. 

I. Dialyseverfahren: von Ferrata (Berl. klin. Woch., 
1907, Nr. 13). Dialyse von 24 Stunden gegen flie- 
ßendes Wasser; dann ist das Mittelstück durch Salzver- 
armung als Niederschlag ausgefallen und das Endstück 
in Lösung. Trennung durch Zentrifuge. Niederschlag 
unmittelbar vor Gebrauch in NaCl-Lösung auflösen, 

II. Kältetrennung von Sachs und Bolkowska 
(Zeitschr. f. Immunitätsforschung, Bd. 7, S. 784). Bei 
o® beladen sich rote Blutzellen bei Ambozeptorüber- 
schuß mit Mittelstück, sie werden persensibilisiert. 

III. Methode von Sachs und Altmann (Berl. klin. 
Woch., 1908, S. 522). 1,0 ccm unverdünntes, frisches 
Serum wird mit 8,2 ccm n:25o HCl in aqua dest. 
versetzt und nach Stehenlassen von einer Stunde bei 
Zimmertemperatur zentrifugiert. Der Niederschlag wird 
in aqua dest. gewaschen und erst unmittelbar vor Ge- 
brauch in 10 ccm o,8®/o NaCl-Lösung gelöst = Mittel- 
stück. Die klare überstehende Flüssigkeit wird durch 
Zusatz von 0,8 ccm einer n : 25 NaOH-Lösung in lo^/o 
NaCl-Lösung neutralisiert und isotonisch gemacht = End- 
stück. Die Mischung von je i ccm Mittelstück und 
Endstück entspricht 0,1 ccm des ursprünglichen Serums. 

IV. Co2-Methode von Lief mann und Cohn (Zeitschr. 
f. Immunitätsforschung Bd. 6, S. 7, 8). Zu i ccm des un- 
verdünnten Serums fügt man 8 ccm eisgekühltes aqua 
dest. und läßt unter Eiskühlung gründlich gewaschenes 
COa-Gas für etwa 20 — 30 Min. durchperlen. Dann 
wird zentrifugiert und der Niederschlag, das Mittelstück 
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darstellend, wie bei III behandelt. Die überstehende 
Flüssigkeit wird durch Zusatz von i ccm einer 9*^/0 
NaCl-Lösung isotonisch gemacht. Die quantitativen 
Werte sind wie bei III. 

V. Verfahren von Michaelis und Skwirsky (Zeitschr. 
f. Immunitätsforschung Bd. 4, S. 357, 628, Berl. klin. 
Woch. 1910, S. 138). Durch sensibilisierte Blutzellen 
in schwach saurem Medium wird Endstück vom Mittel- 
stück, das gebunden wird, getrennt. 

Die Verfahren III und IV haben sich am besten 
bewährt. 

E. Verfahren der Komplementbindung. 

Leitsätze. So gut wie man mittels sensibilisierter 
Blutzellen im frischen, menschlichen Serum den Kom- 
plementgehalt (Moros Alexinprobe) feststellen kann, 
ist es auch allgemein möglich, den Nachweis zu führen, 
ob in einem Serum Komplement vorhanden ist oder 
ob dasselbe verschwunden ist. Nun haben unter Be- 
rücksichtigung zahlenmäßiger Verhältnisse alle eiweiß- 
haltigen Antigene, wenn sie mit ihrem abgestimmten 
Immunkörper in einer Lösung sind, die frisches Kom- 
plement enthält, die Fähigkeit, letzteres zu binden. 
Setzt man einem solchen System, das also Antigen -(- 
Antikörper -(- Komplement enthält, ein zweites unvoll- 
ständiges System in diesem Falle mit Ambozeptor be- 
ladene Blutzellen zu, so kann das zweite System nicht 
zur Lösung kommen, wenn das Komplement zum Zu- 
standekommen der ersten Reaktion gebraucht oder 
gebunden wurde. Man sagt, das Komplement ist von 
dem zweiten System abgelenkt. Das hämolytische 
System wird demnach nur in der Rolle eines Indikators 
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verwandt, weil seine Auswirkung dem Auge leicht er- 
kennbar ist. 

Das Verfahren der Komplementbindung ist streng 
spezifisch und kann daher benutzt werden: 
L Zum Nachweis von Antigenen durch Immunsera. 
II. Zum Nachweis von Antikörpern im Krankenserum 
durch bekannte Antigene, d. i. Erkennung von In- 
fektionskrankheiten. 

Anwendung des Verfahrens der Komplementblndung* 

I. Nachweis von Antigenen durch Komplement-, 
bindung mit Immunsera, z. B. von Menschen- 
eiweiß in Blutflecken. 

Das zu untersuchende Antigen (Blutspuren) muß in 
klare, aber möglichst konzentrierte Lösung gebracht 
werden, wie beim Präzipitationsversuch (Seite 40). 

Nötig ist ferner ein hochwertiges Immunserum 
gegenüber der Eiweißart, auf die das fragliche Material 
hin untersucht werden soll (Beispiel : gegen Menschen- 
eiweiß gerichtetes Immunserum). 
Herstellung (Seite 38). 

Zum Nachweis des Antigens werden bestimmte 
Mengen des Immunserums mit bestimmter Menge des 
gelösten Antigens, mit bestimmter Menge Komplement 
zusammengebracht und nach einiger Zeit wiederum 
bestimmt sensibilisierte Blutzellen zugesetzt. 

Es sind demnach eine Reihe von Bestimmungen 
vorher auszuführen. 

I . Bestimmung der hämoly tischenKraft desKaninchen- 
hämolysins gegenüber Schafblutkörperchen. 

Verfahren auf Seite 64. 

Für die Sensibilisierung der roten Blutzellen wird 
ds^s 1^/2 — 2 fache der nach 2 Stunden Stehen bei 37*^ 
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Verdünnung von 1:2000 oder, wenn man von der 
100 fach verdünnten Stammlösung ausgeht, die man 
bei der Auswertung angelegt hat, i : 20. Bei 40 ccm 
Gesamtbedarf macht man besser einen Überschuß von 
z. B. 50 ccm. Diese 50 ccm bestehen aus 25 ccm der 
verdünnten Ambozeptorlösung und aus 25 ccm 5^/0 
Blutkörperchen. Um erstere zu erhalten, hat man al,so 
1,25 ccm der i : 100 verdünnten Stammlösung izu 
nehmen und auf 25 ccm NaCl-Lösung aufzufüllen; Un 
diese Lösung wird mit einem Schuß, nicht tropfenweis|e, 
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25 ccm der Blutaufschwemmung zugesetzt, gut gemischt 
und für kurze Zeit auf 37^ gehalten.' Die Sensibili- 
sierung geht sehr rasch vor sich. 

2. Bestimmung der Komplementmenge. 

In einer Reihe von Röhrchen wird 0,1 ccm der 
festgestellten Ambozeptordosis (in dem gewählten Bei- 
spiel also 0,00005 Ab) mit je i ccm der 5^/0 Hammel- 
blutaufschwemmung gebracht und nun absteigende 
Menge des lofach verdünnten frischen Meerschweinchen- 
serums zugefugt. 







I 


10 verd. Komplement NaCI 


0,1 Ambozeptorlösung 


-f I ccm 


Blut 


+ 1*00 


+ - 


0,1 


+ 1 „ 


n 


+ 0,75 


+ 0,25 


0,1 


+ 1 . 


ff 


+ 0,5 


+ 0,5 


0,1 


+ 1 „ 


>> 


+ 0,35 


+ 0,^5 


0,1 


+ 1 „ 


>, 


+ 0,25 


+ 0,75 


0,1 


+ 1 „ 


, »> 


+ 0,15 


+ 0.85 


0,1 


+ 1 „ 


ff 


+ 0,1 


+ 0,9 



Nach zwei Stunden bei 37® wird abgelesen. Für 
den weiteren Versuch wird wiederum das i^/a — 2 fache 
der noch gerade glatt lösenden Komplementmenge 
genommen. 

Z. B. vollständige Lösung sei noch bei 0,15 der 
zehnfachen Verdünnung eingetreten, dann würde man 
für den Hauptversuch 0,3 der zehnfachen Verdünnung 
nehmen. 

Also das vollständige hämolytische System würde 
demnach in dem Beispiel bestehen aus: 

0,1 ccm der 1:2000 verdünnten Ambozeptorlösung = 

0,00005 ccm Ab 
0,3 ccm der i : 10 verdünnten Komplementlösung = 0,3 

orig. Meerschw.-Serum 
1,0 ccm der 5^/0 Hammelblutaufschwemmung. 
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Z.U aem z.wecK weraen taiienae Mengen von immun- 
serum mit o,i ccm i : loo verdünnten und o^i ccm 
I : looo verdünnten Menschenserum zusammengebracht. 
Desgleichen zur Kontrolle mit o,iccm NaCl- Lösung. 
Dem Gemisch wird dann die oben ermittelte Komple- 
mentmenge zugefügt. 

In je drei Reihen von je acht Röhrchen werden 
fallende Mengen i : lo verdünnten Immunserum ge- 
bracht, also: 1,0 ; 0,75; 0,5; 0,35; 0,25; 0,2; 0,15; 0,1; 
0,0 und mit NaCl-Lösung das Volumen überall auf 
1,0 ccm gebracht. In jedes Röhrchen kommt die durch 
Vorbestimmung ermittelte Komplementmenge. (Bei- 
spiel: 0,3 I : 10 verdünntes Komplementserum.) Nun 
wird zugefügt in 

Reihe a: 0,1 ccm 1:100 verdünntes Menschehserum. 
Reihe b: 0,1 ccm 1:1000 „ „ 

Reihe c: 0,1 ccm NaCl-Lösung. 

Nach einer Stunde Aufenthalt bei 37** wird jedes 
Röhrchen mit i ccm der Aufschwemmung der sensi- 
bilisierten Blutzellen beschickt. Nach weiteren zwei 
Stunden Aufenthalt bei 37® wird abgelesen. 

Reihe c und das letzte Röhrchen der Reihen a und b 
müssen Lösung aufweisen. 

In Reihe a und b muß abgestufte Hemmung sein, und 
zwar so, daß auch in b noch in einer Anzahl Röhrchen 
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vollständige Hemmung vorliegt. — Sonst ist das Immun- 
sermn für den Versuch tiicht hochwertig genug. 

Für den Hauptversuch wird dann diejenige Dosis 
gewählt, die tiur wenig größer ist als die «ben voll- 
kommen hemmende Dosis. 

Z. B. : Es sei in Reihe 6 bei 0,15 noch deutliche und 
bei 0,2 vollkommene Hemmung vorhanden. Dann 
würde man zweckentsprechend für den Hauptversuch 
0,3 des I : 10 verdünnten Immunserums nehmen. 

Hauptversuch. 

Mit den so vorher bestimmten Faktoren wird der 
Hauptversuch folgendermaßen angesetzt. 

Eine Reihe von Röhrchen wird mit dem zu unter- 
suchenden in Lösung gebrachten Material beschickt. 
Außerdem kommt in jedes Röhrchen: 

Immunserum, Beispiel: 0,3 der zehnfachen Ver- 
dünnung, 

Komplement serum, Beispiel: 0,3 der zehnfachen Ver- 
dünnung, 

und NaCl-Lösung, um das Volumen auf i ccm zu 
bringen. 

Röhrchen 6, 7 und 8 dienen als Kontrollen, und zwar : 

Nr. 6 muß zeigen, daß auch das doppelte der größten 
im Versuch vorhandenen Antigenmenge kern Komple- 
ment ohne Immunserum zu binden vermag. 

Nr. 7 muß zeigen, daß die doppelte Menge Immun- 
serum kein Komplement ohne Antigen binden kann. 

Nr. 8 muß zeigen, daß das hämolytische System gut löst. 

Nach einer Stunde Aufenthalt bei 37® wird zu jedem 
Röhrchen i ccip der sensibilisierten Blutaufschwemmung 
gebracht. Nach weiterem Aufenthalt von zwei Stunden 
bei 37® wird abgelesen. 

Schmidt, Die Technik, 6 
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Beispiel einer Versuchsanordnung: 



Nr. 



Antigen 



z : lo verd. x : zo verd. 
Immun- Komple- 
serum ment 



NaCl- 
Lösg. 



sensibilis. 
Blutauf- 
schwemmung 



I. 


unverdünnt 


0,1 ccm 


+ 


0,3 + 0,3 + 0,3 





+ i»o 


2. 


i: 10 verdünnt 


0,1 ccm 


+ 


0,3 + 0,3 + 0,3 




+ 1,0 


3. 


1 : 100 „ 


0,1 ccm 


+ 


0,3 + 0,3 + 0,3 


^ 


+ 1,0 


4. 


1 : 1000 „ 


0, 1 ccm 


+ 


0,3 + 0,3 + 0,3 


'S 


+ 1,0 


5. 


1 : 10 000 „ 


0,1 ccm 


+ 


0,3 + 0,3 + 0,3 


c/) 

M 


+ 1,0 


6. 


unverdünnt 


0,2 ccm 


+ 


— + 0,3 + 0,5 


J5 



+ 1,0 


7. 






+ 


0,6 + 0,3 + ai 




+ IfO 


8. 






+ 


— + 0,3 + 0,7 




+ 1,0 



Bei positivem Ausfall müssen die Kontrollen 6, 7 
und 8 gelöst sein, dagegen muß in i — 5 mehr oder 
weniger abgestufte Hemmung sein. Das Verfahren 
der Komplementbindung gibt bessere Ergebnisse wie 
die Ausflockung mit präzipitierendem Serum. 

II. Als Antigen können Bakterien dienen und dann 
kann das Verfahren benutzt werden, entweder zur Er- 
kennung einer Bakterienart mit Hilfe eines bekannten 
Immunserums oder zum Nachweis von Immunkörpern 
im Patientenserum mit Hilfe bekannter Bakterienanti- 
gene. Letzteres Verfahren ist hauptsächlich im Gebrauch 
zur Diagnose von Infektionskrankheiten. 

Herstellung des Bakterienantigens. 

a) Direkte Abschwemmungen mit NaCl- Lösung von 
24 Stunden Agarkulturen. Bis zu 5 ccm NaCl auf eine 
dicht bewachsene Kultur. (Bordet u. Gengou, Annal. 
de rinstitut Pasteur. 1901, p. 289.) 

b) Extraktion der Bakterien nach Leuchs, Berl. 
klin. Wochenschrift 1907. ^ 

Eine 24 Stunden alte gut bewachsene Agarkultur 
in Kollescher Schale wird mit 5 ccm aqua dest. abge- 
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spült. Die Aufschwemmung wird für 24 Stunden bei 
60® gehalten, dann wei:tere 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur geschüttelt, dann zentrifugiert. Die klare 
überstehende Flüssigkeit wird mit 0,5^/0 Phenol ver- 
setzt und ist gut gegen Licht geschützt, im Eisschrank 
aufbewahrt, viele Wochen haltbar. Das Präzipitinogen 
des Extraktes ist nach einer Woche so vermindert, 
daß es im Versuch keine Rolle spielt. Ein sich bilden- 
der Bodensatz darf nicht bei der Entnahme zum Ge- 
brauch aufgewirbelt werden. 

c) Ein brauchbarer Extrakt wird auch erhalten, 
wenn man eine Kolleschale von 24 stündigem Wachs- 
tum mit 10 ccm aqua dest. abspült und die Auf- 
schwemmung, in brauner Flasche vor Licht geschützt, 
24 — 48 Stunden ununterbrochen bei Zimmertemperatur 
schüttelt, dann wird auf 9 ccm i ccm 5 Wo Phenol = 0,5^/0 
gebracht und zentrifugiert. 

Vor dem Gebrauch wird das Bakterienantigen auf 
seine komplementbindende Eigenschaft ausgewertet, in- 
dem fallende Dosen Extrakt, z. B. 0,8, 0,6, 0,4, 0,3 0,2, 
0,1, 0,05, 0,025, 0,01 mit 0,05 oder 0,02 frischem 
Meerschweinchenserum (Komplement) im Gesamtvolum 
von i,o.ccm zusammengebracht werden. Nach einer 
Stunde 37^ Zusatz von i ccm sensibilisierter Blutauf- 
schwemmung» Für den Hauptversuch wird stets die 
Hälfte derjenigen Menge genommen, die eben die 
Hämolyse nicht hemmte. Also Maximum der Ge- 
brauchsdosis ist die halbe unterbindende Menge. 

a) Hauptversuch zur Erkennung einer Bakterien- < 
art. (Bordet und Gengou.) 

Bazillenemulsion + Immunserum + Komplement ; in 
ausgewerteter Dosis: 

Nach einer Stunde 37^ + sensibilisierte Blutzellen. 

6* 
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Das Immunserum muß vorher eine halbe Stunde 
auf 55** erhitzt worden sein und wird in einer Menge 
angewandt, deren doppeltes alleine nicht Komplement 
binden darf. Neben der Extraktkontrolle und derjeni- 
gen des hämolytischen Systems, die beide vorher an- 
gestellt werden, muß eine Kontrolle mit normalem 
Serum der Tierart angesetzt werden, von der das Immun- 
serum stammt. 

b) Verfahren zur Diagnose einer Infektionskrankheit. 
(Bordet und Gengou. Wassermann und Brück.) 

A. Bakterielle Infektionskrankheiten. 

Reagiert ein Krankenserum mit einem bestimmten 
Bakterienantigen spezifisch mit Komplementbindung, 
so beweist die ausbleibende Hämolyse, daß die Bakte- 
rienart die betreffende Krankheit verursachte. 

Zunächst wird die halbe unterhemmende Antigen- 
menge (Darstellung bei II c) bestimmt. Z. B. 0,3 ccm 
Typhusantigen gegenüber der zweifachen noch glatt 
vierfach sensibilisierte Blutzellen lösenden Komplement- 
menge, z. B. 0,03 Komplement. Das auf Antikörper 
zu untersuchende Patientenserum wird ^U Stunde auf 
55® erhitzt und ebenfalls auf Eigenhemmung mit Kom- 
plement untersucht. 

Versuchsanordnung. 



Typhiis- isxoKom-jj Q. 
antigen plement 



1 . 0,5 ccm Patientenscrum + 0^3 + o*3 + o,4 

2. 0,5 ccm „ + 0,2 + 0,3 + 0,5 

3. 0,5 ccm „ + o/i -f 0,3 + 0,6 

4. 0,5 ccm „ + 0,05 + 0,3 + 0,65 



5. h 0,6 + 0,3 + 0,6 

6. 1,0 ccm Patientenserum H + o>3 + 0^2 

7. 1,0 ccm normales Serum -(- 0,3 + 0,3 -| 



■+ 



1,0 ccm 
viermal 
sensibilis. 
Blutauf- 
schwem- 
mung 
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Sind die Kontrollen S, 6, 7 gelöst, dabei in i, 2, 
3 und 4 abgestufte Hemmungt, dann spricht der 
Befund für Typhusantikörper in dem betreffenden 
Serum. 

Umgekehrt wird in manchen Fällen die Körper- 
flüssigkeit des Patienten als Antigen benutzt- So kann 
z. B. die Diagnose von Meningitis cerebrospinalis» epi- 
demica aus dem Liquor eines Kranken gestellt werden, 
wenn man den aktiven Liquor als Meningokokken- 
antigen mit fallenden Dosen gegen inaktives Meningo- 
kokkenpferdeserum 4- Komplement ansetzt, und später 
zugesetztes sensibilisiertes Blut nicht gelöst wird. Neben 
den sonst üblichen Kontrollen ist hier noch eine Kon- 
trolle mit Liquor -f inaktiviertem normalen Pferdeserum 
anzusetzen, die natürlich keine Bindung ergeben darf, 

B. Komplementbindungsverfahren bei Echino- 
kokkenerkrankung. (Ghcdini, Weinberg.) 

Da die Flüssigkeit menschlicher Echinokokkenzysten 
manchmal auch mit Serum Nichtkranker reagiert, so 
nimmt man die Zystenflüssigkeit vom Schaf als Antigen. 
Von dieser wird nach Weinberg 0,4 ccm gegenüber 
fallenden Mengen von inaktiviertem Patientenserum 
(0,5 bis 0,2 ccm) -\- 0,1 ccm Komplement bei Gesamt- 
volum 3 ccm angesetzt und nach einer Stunde 2 ccm 
zweimal sensibilisierter Blutzellen zugesetzt. Hemmung 
der Hämolyse mit 0,5 und 0,4 Serum ist beweisend. 

C. Das Komplementbindungsverfahren bei Syphilis. 
Leitsätze. AnalogderBordet-Gengouschen Komple- 
mentbindung haben Wassermann und seine Mitarbeiter 
versucht mit Hilfe eines Auszuges aus luetischer Fötal- 
leber als Ersatz für die Reinkultur der Spirochäte palli 
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da im Blut Syphiliskranker einen abgestimmten Anti- 
körper nachzuweisen. 

Es wird alsoLeberextrakt + Krankenserum + Komple- 
ment gemischt, und nach einiger Zeit sensibilisiertes 
Blut zugesetzt, dessen Lösung angibt, daß das Kranken- 
serum keinen Antikörper enthalten hat, der das Komple- 
ment zu seiner Bindung mit dem Antigen des Extraktes 
gebraucht haben könnte. Umgekehrt würde Hemmung 
der Hämolyse bedeuten, daß das Serum von einem 
Luetiker stammt. 

I. Originalmethode von Wassermann. 

(Wassermann, Neißer u.Bruck.Zeitschr. f. Hygiene 1906, Bd.ss, 451. 
Wassermann u. Meier, Deutsch, med. Woch. 1907, 32, 1287.) 

Herstellung des Extraktes. 

1. Wäßriger Extrakt aus luetischer Fötalleber. Nur 
etwa 20^/0 solcher Lebern geben brauchbare Aus- 
züge. Die Leber wird zweckmäßig für- 24 Stunden 
bei 56® einer aseptischen Autolyse überlassen, dann 
fein zerrieben, i g Leberbrei wird mit 4 ccm einer 
5^/0 Karbol-Kochsalzlösung für 24 Stunden geschüttelt, 
dann zentrifugiert. Die überstehende opaleszierende 
Flüssigkeit ist der gebrauchsfertige Extrakt. 

2. Alkoholischer Extrakt aus syphilitischer Fötalleber. 
I g Leberbrei wird mit 50 ccm 96^/0 Alkohol unter 
öfterem Umschütteln für i — 2 Tage am besten bei 60^ 
stehengelassen und wird dann filtriert. Fertig zu be- 
ziehen vom Pharmazeut. Institut L.W.Gans, Frankf.a.M. 
Der alkoholische Extrakt soll sich besser aufbewahren 
lassen. 

Einstellung des Extraktes. 
I. Bestimmung der allein komplementbindenden 
Menge. Die zur Verwendung kommende Extraktmenge 
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• 

pro Röhrchen wird stets mit soviel NaCl-Lösung ver- 
dünnt, daß das Gesamtvolumen 0,5 ccm beträgt* 

Extrakt: 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1, 

NaCl: 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5. 

Außerdem kommt in jedes Röhrchen 0,5 ccm 1:10 
verdünnt frisches Mehrschweinchenserum als Komple- 
ment. Hemmt der Extrakt noch bei 0,1, so ist er zu 
verwerfen. Ist die Hemmung aber erst bei 0,3, dann 
ist der Extrakt weiter zu prüfen wie folgt: 

2. Prüfung des Extraktes gegenüber Serum. 

Ejctrakt: 0,25 0,2 0,17 0,13 0,1 0,05 0,025 0,015 — 

NaCl-Lösung: 0,25 0,3 0,33 0,37 0,4 0,45 0,475 0,485 0,5 

-f- 0,5 ccm 1 : 5 verd. positives Serum :-|-H--i-+-|-+ + i — 

-f- 0,5 ccm 1 : 5 verd. negatives Serum :dr-y — — — — — — — 

-f- o,s ccm NaCl-Lösungf: i"^ — — — — — — — 

Außerdem kommt in jedes Röhrchen 0,5 ccm 1:10 
verdünntes Komplement. 

Nach einer Stunde Stehen bei 37^ wird i ccm sen- 
sibilisierte Blutaufschwemmung (vierfach lösende Dosis) 
zugesetzt. 

In dem gewählten Beispiel läge die Gebrauchsdosis 
des Extraktes etwa bei 0,13; man muß beträchtlich 
unter der Dosis bleiben, die noch eine Spur Selbst- 
hemmung zeigt. Die feinere Einstellung geschieht 
dann so, daß man mit Extraktdosen von 0,13, 0,125, 
0,12, 0,11, 0,1 usw. eine große Zahl von positiven und 
negativen Fällen durchprüft. Diejenige Dosis, bei der 
sich die größte Übereinstimmung mit einem bekannten 
Standardextrakt zeigt, wird als Gebrauchsdosis ange- 
nommen, also z. B. 0,13-1-0,37 NaCl-Lösung. Mit der 
so bestimmten Dosis ist dann der Extrakt im Haupt- 
versuch neben dem Standardextrakt mit einer großen 
Zahl von Fällen zu untersuchen und erst bei völliger 
Übereinstimmung als gleichwertig zu benutzen» 
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führung auf S. 93. Für die Sensibilisierung nimmt 
man das Vierfache der einfach lösenden Dosis. Die Auf- 
schwemmung der sensibilisierten Zellen kommt zugleich 
mit dem Gestell des Haüptversuches in den Brutschrank. 

Hauptversuch. 
Alle Sera werden eine halbe Stunde auf 56® im 
Wasserbad erhitzt und dann i : 5 mit NaCl - Lösung 
verdünnt. Davon wird 0,5 ccm genommen = 0,1 des 
ursprünglichen Serum. 

Versuchsanordnung für fünf Fälle. 
Die Gebrauchsdosis des Extraktes sei 0,13. Es 
sind also mit Extrakt folgende Röhrchen zu füllen : 5 + i 
pos. + I neg. + 2 Extraktkontrolle + 2 Überschuß = 10 
Röhrchen je 0,5 cCm. Man hat demnach 1,3 ccm Extrakt 
unter tropfenweisem Zusatz und stetigem Schütteln 
mit NaCl- Lösung auf das Volumen 5 ccm zu bringen. 



Röhrchen Nr.: I 
Serum Nr.: i 


. II 
2 


III 
3 


IV 
4 


V 
5 ' 


n 

pos. 
Ser. 


VII 

neg. 
Ser. 


VIII 

Kon- 
trolle 


Extrakt 0,5 

1 : 5 verd. Serum 0,5 

1 : 10 verd. Komplement 0,5 


0,5 
0,5 
0,5 


0,5 
0,5 
0,5 


0,5 
0,5 
0,5 


0,5 
0,5 
0,5 


0,5 
0,5 

0,5 


0,5 
0,5 

0,5 


1,0 
0,5 


Röhrchen Nr.: IX 


X 


XI 


XII 


Xffl 


XIV 


XV 




1 :5 verd. Serum 1,0 
1 : 10 verd. Komplement 0,5 


1,0 
0,5 


1,0 
0,5 


1,0 
0,5 


1,0 
0,5 


1,0 

0,5 


1,0 

0,5 
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Röhrchen IX — XV sind die SemmkontroUen, die 
anzeigen/ daB auch die doppelte Serumm^n^ nicht 
allein Komplement bindet. 

In alle 15 Röhrchen kommt nach Brntschrank- 
aufenthalt von einer Stunde je i ccm sensibilisierte 
Blutaufschwemmung. 

Ablesung erfolgt, sobald die Kontrollen gelöst sind, 
und nochmals nach weiterem Aufenthalt von einer Stunde 
bei 37^. Das Serum 3 wäre z. B. positiv, wenn in 
ni, VI Hemmung, in VII, VIII und XI Lösung wäre. 

Der Ausfall der Reaktion wird nach der Original- 
methode mit Kreuzen bezeichnet. 

+ + + + keine Lösung der Blutzellen. 

+ + + iiur schwache Lösung der Blutzellen. 
+ + teilweise, (etwa ^li) Lösung ; große Kuppe 

ungelöster Zellen. 
+ mehr als die Hälfte Lösung ; kleine Kuppe, 
— völlige Lösung. 

II. Modifikationen. 

a) An Stelle der luetischen Fötalleber,, die schwer 
zu beschaffen ist, können andere Organe treten, z. B. 
Rinder-, Menschen-, Meerschweinchen-Herz u. a. Aus 
diesen Organen werden alkoholische Extrakte folgen- 
dermaßen hergestellt: 
I. Landsteiner, Pötzl und Müller, Wiener klin. Wochen- 

schr. 1907, 50, 1565. R. Müller, ebenda 1909, 40, 

1376. 1912, 24, 911. 

Das betreffende Organ wird eventuell unter Zu'- 
hilfenahme von Sand fein zerrieben und zu je i g 
50 ccm 96^/0 Alkohol zugesetzt. Dann wird i — 2 Stun- 
den bei 58 — 60^ im Wasserbade und später noch weitere 
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Extrakt soll sehr konstant .sein. 

3. F. Lesser. Berl. klin. Woch. 1909, 21, 974. 
Ätherextrakt von Normalorgan. 

Menschen- oder Meerschweinchenherzmuskel wird 
zerkleinert und mit Seesand im Mörser zerquetscht, mit 
Äther versetzt, 5 Stunden mit Glasperlen geschüttelt 
und über Nacht stehengelassen. Dann wird- der Äther 
in ein Porzellanschälchen abfiltriert, bei 47® im Wasser- 
bad verdampft und der Rückstand, der frei von Äther- 
geruch sein muß, mit 0,5^/0 Karbol-NaCl-Lösung ver- 
setzt, mehrere Stunden« geschüttelt und dann durch ein 
Tuch mittelfein geseiht. Zum Gebrauch ist der Extrakt 
gewöhnlich zu gleicher Menge mit Physiol-NaCl-Lösung 
zu verdünnen. Fertig zu beziehen von der Tauentzien-« 
Apotheke, Berlin. Der Extrakt soll haltbar, wirksam 
und spezifisch sein. 

4. Kolle und Steiner Azetonextrakt. D. med. Wochen- 
schr. 191 1. 38. 1739. 

Ein Gramm getrocknetes Pulver von luetischer 
Leber 4- 20 — 50 g Azeton 8 — 10 Stunden bei 37®, dann 
8 — 10 Stunden schütteln, dann einen Tag bei Zimmertem- 
peratur, dann filtrieren. In brauner Flasche luftdicht 
und kühl aufbewahrt, ist der Extrakt gut haltbar. Er 
ist ebenso spezifisch wie die Alkoholextrakte, aber 
wirksamer, jedoch nur 10 ^/o aller Antigen? sind zu 
verwerten, und für Liquor ist der Azetonextrakt nicht 
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brauchbar. Nicht alle Nachuntersucher kamen zu gleich 

günstigem Urteil. 

5. Künstliche Extraktgemische von Sachs und Rondoni : 

Olein s. Na Lecithin Oleinsäure aqua Alkohol 

(Kahlbaum) (Merck) (Kahlbaum) dest. ad. 

A: 2,5 2,5 0,75 12,5 1000 

B: 1,0 1,0 1,5 5,0 1000 
A und B sind gleich gut brauchbar. 

b) Ich pflege einea alkoholischen Organextrakt in fol- 
gender Weise auszuwerten. 

Ein brauchbarer Extrakt muß folgende Forderungen 
erfüllen : 

1. Er darf in der verwandten Dosis von selbst keine 
Blutzellen lösen. Diese Blutkörperchen lösende Eigen- 
schaft findet sich besonders häufig bei Leberextrakten. 

2. Er darf in der doppelten Dosis von selbst kein Kom- 
plement binden, so daß die Hämolyse von zweifach sensi- 
bilisiertem Blut bei 0,05 Komplement gehemmt wird. 

3. Er muß mit 0,05 sicher luetischem Serum noch 
deutUche Hemmung zeigen. 

4. Er darf mit 0,4 ccm normalem Serum keine 
Hemmung geben. 

Der Extrakt wird mit physiol. NaCl-Lösung unter 
tropfenweisem Zusatz und Schütteln verdünnt. Alle 
Faktoren bei dem Hauptversuch sind in je 0,5 ccm 
Volumen. 

0,5 ccm E^traktverdünnung 1:5 i : 10 1:15 i : 3t> i : 30 i : 40 i : 60 usw. 

I. -f- o»5 ccm NaCl-Lösimg i — — — — — — 

mit N»C1- / n. +0,05 ccm +-1- + + Serum + + + + + -j- zfc 

Voh^ols SUI» +0'"ccm -f Serum + + -f- + ± T — 

ccm gebr. liv. _{- 0,4 ccm neg. Serum it -^ — — — — — 

V. + 1,0 ccm NaCl-Löstmg — i 4" + + + 4" 

In Reihe I, II, III, IV kommt 0,5 ccm i : 10 verd. 
Komplement. Nach einer Stunde bei 37® wird in alle 
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Mit jedem dieser 1,5 ccm mit Chol, versetztem Ex- 
trakt werden dann wieder wie oben Verdünnung^i an- 
gesetzt und gegenüber positiven und negati venSeren, sowie 
auf Selbsthemmung geprüft. Reihe 5 ist nicht nötig. 

Gibt der Extrakt auch im Verhältnis i : 25 + 0*25 
Chol, keine scharfen Reaktionen mit schwach positiven 
Fällen, dann ist er' zu verwerfen und ein anderer Ex- 
trakt zu bereiten. Noch mehr Cholesterin zuzusetzen 
ist nicht ratsam. 

c) Mit einem so eingestellten Extrakt pflege ich 
die Wassermann-Reaktion so auszuführen, daß fallende 
Mengen des Patientenserums 0,2, 0,1, 0,05, 0,025 gegen- 
über der gleichen Extraktmenge bei konstantem Kom- 
plement 0,05 ccm in Reaktion treten. 

I. Vorprobe. 

Da jeder Extrakt bis zu einem gewissen Grade 
selbst Komplement bindet, so ist es zweckmäßig, diesen 
Einfluß des Extraktes gleich bei der Einstellung des 
hämolytischen Systems mit in Rechnung zu setzen. 

Im folgenden gebe ich ein Schema für eine prak- 
tische und schnell auszuführende Vorprobe. 

Stanunlösong; 0,2 ccm Ab -f- 1,8 ccm NaCl-Lösung s= i : 10 Verdünnung. 



Ver- / 
dünnung l i:ioo 


^ 


^ 


^ 


S 




SP 


A> 


^/ 


^ 


NaQ- Was. 

Lösung — ^ 


^ 


0.5 


^ 




\ \ 

Kontrollen 


i 




I 


II 


III 


IV 


Ab 


0,5 


0,5 


— 


— 


Kompl. 


— 


0,5 


0,5 


— ■ 


Extrakt 


0,5 


— 


— 


— 


NaCl 


0,5 


0,5 


1,0 


1,5 


Blut 


0,5 


0,5 


0,5 


0,5 



Jedes Röhrchen der oberenReihe 
wird dann mit 0,5 ccm Extrakt und 
0,5 ccm Blutaufschwemmung be- 
schickt. Nach 10— 15 Minuten Stehen 
bei 37^ wird 0,5 ccm 1:10 verdünntes 
Komplement zugesetzt. 
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V. Daß der Extrakt alleine nicht Komplement bindet, 
Vr. Daß der Extrakt alleine nicht Blut löst, 
sind bereits bei der Auswertung des Extraktes an- 
gestellt und brauchen nicht jedesmal neu angestellt zu 
werden. 

Eine halbe Stunde nach dem Komplementzusatz 
wird abgelesen, und für den Hauptversuch nimmt man 
das Doppelte derjenigen Ambozeptordose, die in dieser 
Zeit eine vollkommene Hämolyse bewirkt hat. Stellt 
man die Vorprobe ohne Extrakt an, dann hat man 
di-e vierfach lösende Ambozeptormenge zu nehmen. 

Ist die Vorprobe erledigt, wird die Sensibilisierung der 
Blutzellen vorgenommen, z. B, es sei i : 1600 die Ambo- 
zeptordose und es seien 45 Röhrchen zu füllen, dann wird 
man von der i : 10 Ambozeptorstammlösung 0,1 ccm 
1 6 fach zu verdünnen haben. Man nimmt o, 1 5 ccm und füllt 
^4 ccm NaCl-Lösung auf. Zu diesen 24 ccm gießt man 
24 ccm der 5 ^/o Hammelblutaufschwemmung und er- 
hält dann 48 ccm einer Aufschwemmung von sensibili- 
sierten Blutzellen. Diese Mischung wird zweckmäßig 
zugleich mit dem Hauptversuch angesetzt und zwecks 
guter Sensibilisiei:ung mit diesem in den Brutschrank 
gestellt. 

Haüptversuch. 

I. Mit Serum. Eine Versuchsanordnung für sieben 
Fälle sieht folgendermaßen aus: 
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Scrum- 














Icontrolle 




nach ih 37° f Serum 


0,2 


o,i 


0,05 


0,025 


0,2 




I ccm sensib. NaCl-Lösg. 


0.3 


0.4 


0.4S 


0.47S 


0.8 . 




Blutauf- 1 Extrakt 


o,5 


0.5 


0,5 


O.S 


— 




schwemmuog i : lo Kompl. 


0.5 


0.5 


O.S 


0.5 


°*^ Resultat 




I 


+ 


+ 


+ 


+ 


- + + + 4 


■ sehr stark positiv 


3 


+ 


+ 


+ 


— 


- + + + 


stark positiv 


3 


4- 


+ 


— 


— 


- + + 


positiv 


4 


+ 


— 


— 


— 


-.4- 


schwach positiv 


5^ 


± 


— 


-- 


— 


- 4-(?) 


zweifelhaft 


6 


— 


— 


— 


— 


— — 


negativ 


7 


+ 


+ 


• + 


■f 


4- ? 




" + + + -h Ser. 


+ 


+ 


+ 


+ 


- 


wegen Selbst- 
hemmung 



Eine vorläufige Ablesung erfolgt einmal nach der 
Lösung aller Kontrollen und dann, als Hauptablesung, 
nach einer weiteren Stunde Aufenthalt bei 37^. 

Es ist zweckmäßig, mit mehreren Extrakten gleich- 
zeitig zu prüfen, indem man mit den anderen Extrakten 
nur die mittlere Serumdosis, also 0,1 ccm, ansetzt. Tritt 
in den Serumkontrollen keine Lösung auf, so spricht 
man von Selbsthemmung oder Eigenhemmung des 
Serums. Unter Umständen gestattet Auswerten, die 
Reaktion noch zu beurteilen, indem man die Serum- 
kontrollen mit den gleichen fallenden Mengen Serum an- 
setzt wie dieExtraktröhrchen. DurchVefrgleich kann man 
dann unter Umständen ein Resultat abgeben, das jedoch 
stets unter Vorbehalt zu bewerten ist. Im allgemeinen 
tritt Eigenhemmung häufiger bei luetischen Seren auf. 

2. Mit Liquor. Liquor wird nicht inaktiviert und 
gegenüber gleicher Extraktmenge ausgewertet nach 
folgendem Schema. (Hauptmann, Deutsch. Zeitschr. f. 
Nervenheilkunde 1910, 42, 240.) 



Liquor 


1,0 0,8 


0.6 


0,4 0,2 


1,0 


NaCl 


— . 0,2 


0,4 


0,6 0,8 


0,5 


Extrakt 


0,5 0,5 


0,5 


'0,5 0,5 


— 


1 : 10 Kompl. 


0,5 0,5 


0.5 


0,5 0,5 
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Nach einer Stunde bei 37® in alle Röhrchen i ccm 
sensib. Blutaufschwemmung. 

Das Resultat ist abzugd)en entweder als i^ccm 
negativ, oder in Form der Auswertung mit Angabe 
der verwandten Liquormenge. 

m. Weitere Modifikationen der Wassermann-Reaktion. 

I. Techirik von Taege. (Münch. med. Woch. igo8, 

Nr. 33.) 

Extraktherstellung: Leberbrei eines syphil. Fötus 
wird mit der vierfachen Menge absol Alkohols ver- 
mischt und geschüttelt. Nach 12 Stunden wird filtriert 
und das Filtrat bei 40® und 60 mm Hg-Druck zur 
Salbe dngcdickt. Dutdh 24 stündiges Schütteln von 
einer Aufechwemmung von i g Salbe in 100 ccm Koch- 
saklösuüg erhält man eine milchige Emulsion, die, mit 
0,3 ®/o Karbolsäure versetzt, haltbar ist. Zum Gebrauch 
wird I Teil Emulsion mit 3 Teilen NaCI-Lösung ge- 
mischt. 

Als Ambozeptor wird Trockenserura benutzt, von 
dem eine 18 000 fache Verdünnung nach einer halben 
Stunde glatt lösen muß ; sensibilisiert wird mit i : 6000. 

Hauptversuch. 

I II III IV V VI VII 

Extrakt — 1,0 1,0 2,0 1,0 0,5 — 

Na€l-Lösung 2,0 — — — — i,d — 

1 : 10 verd. Komplement . . 1,0 i,o 1,0 1,0 1,0 i.o 1,0 

1 : 5 vtT^. positives Serum . — — i.o — — — — 

1 : 5 verd. fragliches Serum . — — — — i ,0 0,5 2,0 

1 : 5 verd. normales Serum . — 1,0 — — — — — 

Nach einer Stunde bei 37^ Zusatz von 2 ccm sensibiL 
Blutaufschwemmung, nach weiterer Stunde bei 37^ muß 
bei positivem Ausfall der Probe i, 2, 4, 7, vollkommene 
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Lösung zeigen. Bei 3, 5 und ev. 6 darf keine Hä- 
molyse eintreten. 

2. Technik nach Hoehne. (Berl. klin. Woch. 1908 
^Nr.38.) 
Extrakt: ig syphil. Leberbrei -f- 5 ccm Alkohol 
extrahieren wie bei IIa. Der Extrakt wird zum Ge- 
brauch vierfach mit NaCl-Lösung verdünnt, 

Hauptversuch. 

Auswertung* des Extraktes gegenüber konstanter 
Serummenge : 



Nr I 'S 3 

Extrakt . . . . . 0,75 0,5 0,25 

1 : 10 verd. fragl. Ser. 1,0 i,o 1,0 

1 :5 verd. KompL . . 0,5 0,5 0,5 

NaCl-Lösung . . . 0,25 0,5 0,75 1,0 

Auf gleiche Weise wird ein sicher positives und ein 
sicher negatives Serum angesetzt. Nach i^/i Stunde 
bei 37^ wird 1,5 ccm einer Mischung von 0,5 ccm drei- 
fach lösender Ambozeptorverdünnung und i ccm 5^/0 
Hammelblutaufschwemmung hinzugefügt und das Ganze 
weitere 2 Stunden bei 37® gelassen. Bei positivem Aus- 
fall müssen 4-^9 volle Hämolyse, i — 4 mehr oder 
weniger Hemmung aufweisen. 

3. Das Kälteverfahren von Jakobsthal. ' (Münch. med. 
Woch. 1909, Nr. 13.) 

10*^/0 alkoholische^ bei 58® gewonnene Extrakte aus 
Lues-Lebern, Menschenherzen ev. auch aus Rinder- 
herzen. Die Extrakte verstärkt durch Zusatz von 
I ccm i^/o alkoholische Cholesterinlöstmg zu 10 ccm 
Extrakt. Verdünnung durch Fraktionieren i : 5 bis i :io, 
je nach Extrakt. Davon 0,5, 0,25, oder 1,0 versetzt 

Schml "^•chnik. 7 
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der Kältemethode wird das Gemisch erst wenige Se- 
kunden in Eiswasser geschüttelt und kommt dann so- 
fort in den Eisschrank. Nach einer Stunde wird das 
hämolytische System vervollständigt und nach 40 Mi- 
nuten bei 37^ wird abgelesen. 

Die Cholesterinextrakte und ebenso die Kälte- 
methode wirken stärker, daher ist die Kombination 
beider besonders wirksam. Bei Rinderherzextrakten 
ist häufig die Wärmemethode stärker. Die Kälte- 
methode zeigt besonders bei Lues latens und die 
Wärmemethode bei Lues I einen positiven Ausfall. 
(Guggenheimer.) 
4. Weitere Verfahren, die sich bewährt haben, sind von 

folgenden Autoren. 
Boas. Die Wassermannsche Reaktion. (S. Karger, 
Berlin 1914.) Gegenüber konstanter Dosis eines 
unspezifischen alkoholischen Extraktes wird das 
Serum in fallenden Mengen ausgewertet. 
Sonntag. Die Wassermannsche Reaktion in ihrer 
serologischen Technik und klinischen Bedeutung. 
(Berlin 191 7, J. Springer.) Das Komplement wird 
ausgewertet, aber für den Hauptversuch ein mehr- 
faches des Titers genommen, 0,1 Patientenserum 
wird gegenüber fallenden Extraktmengen in Re- 
aktion gebracht. 



^ 
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Sachs. Pöhlmann: Die Technik der Wassermannschen 
Reaktion. (München 191 7, Müller und Steinicke.) 
Unspezifische Extrakte werden in fallenden Mengen 
einer konstanten Serumdosis 0,05 ccm gegenüber 
in Reaktion gebracht. Komplement wird nicht 
ausgewertet. 

Sormani. (Zeitschrift f. Immunitätsforschung, Bd. XI, 
191 1.) 0,2 ccm Serum werden mit abgestuften 
Extraktmengen und einer bestimmten Komple- 
mentmenge zusammengebracht, die gegenüber 
Extrakt ausgewertet ist. Vom Ambozeptor wird 
die acht- bis zwölffache Dosis genommen, und 
der Hauptversuch wie der Vorversuch nach einer 
halben Stunde abgelesen. 

IV. Von diesen Verfahren unterscheiden sich die folgenden 
durch den Gebrauch nicht inaictivierter Sera. 

Müller-Landsteiner. Die Serodiagnose der Syphilis. 
(Urban und Schwarzenberg, Wien 1913. Ab- 
messung der Reagentien in Tropfen.) 

Noguchi (Zeitschrift f. Immunforschung, Bd. VII, 1910, 
S. 353. Münch. med. Woch. 1909, Nr. 10, S. 494) 
verwendet Antimenschenblut-Kaninchenserum. 

Bauer (Deutsch, med. Woch. 1908, S. 698; 1909, S. 432) 
benutzt die im menschlichen Blut befindlichen 
Normalambozeptoren gegen Hammelblut. Die- 
selben fehlen bei Säuglingen und bei ca. lo^/o der 
Erwachsenen und sind durch Hinzufügen von 
menschlichem Normalserum zu ergänzen, was 
wiederum neue Kontrollen erfordert. 

Tschernogubow (Berl. klin. Woch. 1908, Nr. 47, 
S. 2107; 1909» Nr. 40, S. 1808. Deutsch, med. 
Woch. 1909, Nr. 15, S. 668) benutzt Antimenschen- 
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blut-Kaninchenserum und nimmt das frische Blut 
des Patienten gleichzeitig als Quelle für das Kom- 
plement, wie für die Blutzellen. 

Brendel und Müller. (Münch. med. Woch. 1912, 
Nr. 32, S. 1754.) Diese bringen das komplement- 
haltige Patientenserum mit einer eigens für das- 
selbe Patientenserum austitrierten Menge von 
Hammelblutaufschwemmung zusammen, nachdem 
das Serum mit Extrakt 25 Minuten bei 38° ge- 
halten war. 

M. Stern (Zeitschrift f. Immunitätsforschung, Bd. i, 
Nr. 3, S. 422) benutzt Alkoholextrakt aus syphil. 
Leber 1:9, der nach 24 Stunden Schütteln fil- 
triert und für den Gebrauch i : 10 verdünnt wird. 
Die nur 2,5^/0 Hammelblutkörperchenaufschwem- 
mung wird fünf- bis sechsfach sensibilisiert mit 
Kaninchenambozeptor. 

Hauptversuch. 

0,2 akt. Scrutn -|- i ,0 zehnfach vcrd. Extrakt \ Gcsamt- 
0,2 „ „ -^0,5 „ „ „ > Volumen 

0,2 „ „ -f- 1,0 NaCl-Lösung J 2 ccm 

desgl. Kontrolle mit positivem und negativem 
Serum. Nach einer Stunde bei 36^ wird 2 ccm 
sensibil. Blutaufschwemmung zugesetzt und nach 
einer weiteren halben Stunde Brutschrank und 
eine Stunde Zimmertemperatur abgelesen, 
v. Dungern-Hirschfeld. (Manch, med. Woch. 1910, 
Nr. 507, S. II 24.) Das Verfahren bedient sich 
ausgetrockneter Reagentien und unterläßt wichtige 
Kontrollen. 
Von allen Verfahren^ die sich aktiven Serums be- 
dienen, hat sich das von M. Stern am meisten bewährt. 



Digitized by 



Google 



— lOI 

Es leistet jedoch in bezug auf die Stoberfieit' des -Er =■ " 
gebnisses nicht das gleiche wie die Verfahren mit in- 
aktiviertem Serum, kann aber in Verbindung mit einer 
Ausflockungsreaktion (siehe später S. 121) sehr gute 
Dienste leisten in bezug auf schnelle Orientierung, be- 
sonders da, wo es gilt Meerschweinchenblut zu sparen. 
Alle anderen Verfahren, die aktives Serum gebrauchen, 
sind unzuverlässig, da sie mitunter unspezifische Hem- 
mungen ergeben und haben sich demzufolge nicht ein- 
geführt. 

Ein Teil der bisher genannten Verfahren haben, um 
die Stärke der Reaktion quantitativ auszudrücken, ent- 
weder den Extrakt oder das Serum variiert, Sonntag 
und Sormani auch das Komplement. Eine Methode, die 
die quantitativen Verhältnisse voll berücksichtigt, ist die : 

V. QuaatltAiive WASflermann-Reaktk^n von Kaup. 

(Arch. f. Hyg. 1917, Bd. 87, H. 3—4.) 

Beispiel einer Extraktauswertung. 



Extralce Ko.pl. N^- 1,^1;, 


Unspezif. Rinderherzextrakt in fallenden Men^gren 

in 0,5 ccm Volumen 
0,6 0,4 0,2 O.I 0,07 0,04 0,0z 0,005 Oi—x 0.0001 


I, E. + - -+.-.+ - 

IL E. 4- — + o.x 4 

IH.E.-f- Titer -1 1 

IV. E. -f Titer + o.i -1 

V. E. + Titer -\ 1- o^ 


+Fiockg:.- + -f. + 4- + 

sp.Trübg.+ -}. -f. -}- + + 
itrüb — — — 

sp. trüb ^^ 

rötlich ± ■" ~ "~ 

^^;of ' -fc -t ± ± ± + 


+ 


+ + 



Der Alexintiter wird wie weiter unten ausgewertet. 
Alle Faktoren sind in 0,5 ccm Volumen. Nach einer 
Stunde wird i ccm 4X 5 sensibilis. Blut zugesetzt. 

Es zeigt: 
Reihe I. Fällende, lösende, unbeeinflußte Zone für Blut- 
körperchen ; 
„ II. Aufhebung der Lösung durch Serumzusatz; 



Digitized by 



Google 



— I02 — 



•Reihe III. ^^eicie* Hemmung der normalen Hämolyse; 
„ IV. teilweise Aufhebung der löslichen Zone durch 
Serumzusatz, aber keine weitere Hemmung 
mit negativem Serum; 
„ V. die spezifische Bindung durch das luetische 
Serum. 
Hat man so einen Einblick in die Extrakteigenschaft 
erhalten, wird der Extrakt weiter mit o,i positivem Se- 
rum unter gleichen Volumenverhältnissen unter Ab- 
stufungen des Komplementes ausgewertet. 



o,x ccm positives Serum 



Extraktmengen in je 0.5 ccm 
o^x 0,05 0.025 0.0z 0.005 o.oox 0,0001 



-|- Komplementtiter x : zo verdünnt x. B. 0,2 

+ . XV2X Titer „ 0,3 

-f- „ 2 X Titer „ 0,4 

+ „ 3 X Titer „ 0.6 



+ + + T + 

+ + ^ ^ T 

+ =F - - - 

+ - - - - 



1= - 



Nur 0,1 bindet drei Komplementeinheiten, 
wäre der Extrakttiter o,i. 



Mithin 



Bestimmung des Komplementtiters. 
Wegen der Normalhämolysine des frischen Meer- 
schweinchenserums wird das Komplement gegenüber 
dem Immunserum ausgewertet und zwar, weil auch 
Normalserum und Extrakt einen Einfluß auf die zur 
Lösung notwendige Komplementmenge haben, wird die 
Komplementauswertung vorgenommen : 

1. mit dem hämolytischen System allein; 

2. nach Zugabe von Normalserum; 

3. nach Zugabe von Extrakt; 

4. nach Zugabe von Extrakt und Normalserum. 
Zunächst ist das hämolystische System auszuwerten 

mit 0,5 und o,i ccm i : lo verdünntes Komplement. Der 
Unterschied kann einmal der gewöhnliche sein, in dem 
z. B. nach '/4 Stunde bei 0,5 Komplement der Titer 
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1:2500 und bei 0,1 Komplement 1:500, also das fünf- 
fache beträgt; es kann aber auch durch vorhandene 
Normalhämolysine bei 0,5 ccm Komplement eine Lö- 
sung bis in höchste Ambozeptorverdünnungen noch auf- 
treten. Hier gelingt mit 0,1 Komplement eine normale 
Auswertung (Titer 1:1500). 

Beispiel für anormalen Verlauf. 





x:xo 


Ablesung 


x:io 


Ablesimg 




verd. 


nach Stunden 


verd. 


nach Stunden 


Ambo2eptor 


Kompl. 


Va 


»/* 


X 


Kompl. 


»/2 


»u 


X 


i: 500 


0,5 


— 




— 


0,1 


— 


— 


— 


i: 1000 


0,5 


.-r- 


— 


— 


0,1 





— 


• — 


1 : 1500 


0,5 


— 


— . 


— . 


0,1 


-=f 


— 


— 


1 : 2000 


o;5 


— 


— 


— 


0,1 


T 


-1= 


— 


1 : 2500 


0,5 


T 


— 


— 


0,1 


+ 


-+ 


-T 


1 : 3000 


0,5 


T 


— 


— 


0,1 


+ 


T 


"+ 


1 : 3500 


0,5 


-T 


— 


— 


0,1 


-h 


=F 


-=f 


1 : 4000 


0,5 


+ 


— ■ 


— 


0,1 


-f- 


+ 


-T 


i: 5000 


0,5 


=F. 


— 


— 


0,1 


^7 


+ 


T 


1:6000 


0,5 


+ 


-=f- 


— 


0,1 


+ 


47 


+ 



Man könnte daran denken, durch Vorbehandlung 
des Meerschweinchenserums in der Kälte mit gewasche- 
nen Hammelblutkörperche^i die Normalambozeptoren 
zu entfernen. 

Ist auf diese Weise der Ambozeptortiter festgestellt, 
wird mit der vierfachen Ambozeptordosis sensibilisiert. 
Nun erst kann die genaue Auswertung des Komple- 
mentes geschehen. 

Komplementauswertung. 



1 : xo verdünntes Komplement 


0,4 0.3 o.«5 o,a o,xs 0,12 o,x 0,08 


0,06 Kontrolle 


L Allein 


— — - — — — 

— ~~ -T:-q: 

— — — — T- ^' 

— — — — qr-q: 


T + 
± + 


IL -f- 0,1 negatives Serum .... 

III. -\- 0,1 Extraktverdünnung . . . 

IV. -f o.i Extrakt + 0,1 neg. Ser. 
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Hier hat Extrakt allein imd das Serum allein eine 
gewisse Hernmung bewirkt, die in diesem Falle gleich 
der Hemmung von Extrakt und negativem Serum ist. 
Der Komplementtiter für den Hauptversuch wäre daher 
0,12 ccm. 

Anordnung für den Hauptversuch. 



liztrakt -f NaCI 4- 



Serum 



x:io 
-|- Komple- 
ment 



Auswertung 


I 

2 

3 
4 

. 5 


Q,I + 1,2 + 0,1 
0,1 + 1,15 + 0,1 
0,1 + 1,1 + 0,1 
0,1 + 1,0 + 0,1 

0,1 + 0,9 + 0,1 


+ 0,1 \ 

+ 0,15 

+ 0,2 

+ 0,3 
+ 0,4 


Serum- 
Kontrollen 




— + lyS + 0,I 

— + 1,25 + 0,1 

— + 1,2 + 0,1 


+ 0,1 

+ 0,15 

+ 0,2 


Außerdem : 




Extrakt — Normalserum - 
0,2 + 1,1 + 0,1 
0,1 + 1,2 + 0,I 
0,1 + 1,15 + 0,1 


- Kontrolle 
+ 0.1 
+ 0,1 

+ o,is 



Nach Vi Std. 
37* Zusatz 
von I ccm 
4 X sensibil. 
Blutauf- 
schwem- 
mung. 



SystemkontroHe 
H.-Blut + NaCl + Komplement 



1,0 


+ 


1,45 


-- 


0,05 


1,0 


+ 


M 


-- 


0,1 


1,0 


+ 


1,25 


-- 


0,15. 



Die Ablesung erfolgt erstmal nach ^/^ Stunde Aufent- 
halt im Brutschrank und endgültig nach weiterem Stehen 
von einer Stunde im Zimmer. Bei der Beurteilung des 
Befundes ist die Komplementmenge, die ev. bei den 
Serumkontrollen vom Serum gebunden wird, von der 
Extrakt- und Serumhemmung abzuziehen. Ist bei 
Komplementauswertung bei einem Serum, das zugleich 



Digitized by 



Google 



— I05 — 

Selbsthemmung zeigt, die obere Grenze bei 0,4 Komple- 
ment noch nicht erreicht, so ist die Probe mit einem 
1 : 5 oder i : 10 verdünnten Serum zu wiederholen. 

VI. Konglutinationsreaktion von Karyonen. 

(Arch. f. Derm. und Syph., Bd. 108, S. 435.) 

Rinderserum konglutiniert (ballt zusammen) Meer- 
schweinchenblutkörperchen bei Vorhandensein von Am- 
bozeptor in Form von inaktivem Rinderserum und 
Komplement, als welches frisches Pferdeserum dient, 
das außerdem noch Ambozeptoren gegen Meerschwein- 
chenblutkörperchen enthält. 

Zur Ausführung der Probe wird Patientenserum mit 
Antigen und frischem Pferdeserum gemischt und nachher 
wird inaktives Rinderserum - Konglutinin und Meer- 
schweinchenblutzellen zugegeben. Damit die Konglu- 
tination deutlich ist, muß mit kleinen Mengen gearbeitet 
werden. Kalibrierte Pipetten. 

Versuchsanordnung nach Siebert und Mi ronescu. 
(Deutsch, med. Woch, ipii, Nr. 45.) 
Das Pferdeserum muß vorher ausgewertet werden, 
so daß bei einer Menge von nicht mehr wie 0,1, da sonst 
Hämolyse eintritt, volle Konglutination der zugegebenen 
Blutkörperchen eintritt. 



8 



1 : 10 verd. Pferde- 
serum 

NaCl-Lösung .... 

Alkohol. Rinderherz- 
extrakt 

Negatives Serum . . 

Positives Serum . . 

Fragliches Serum . 



i,o 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

0,03 — 0,03 — 0,03 — 0,03 — 

— 0,03 — 0.03 — 0,03 — 0,03 
0,05 0,05 ——— — — — 

— — 0,05 0,05 — — — — 

— — — — 0,05 0,05 — — 



Vs Stunde bei Zimmertemperatur. 
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io®/o Aufschwem- 
mung von Meer- 
schweinchenblutkör- 
perchen 



0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 



15 Minuten Zimmertemperatur, wiederholt umschütteln. 



Inaktives Rinder- 
serum 



0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 



VII. PrSzIpltatlonsreaktlon von L. Michaelis und 
Pomet-Scherescliewsky. 

(Deutsch, med. Woche 1907, 41. Münch. med. Woche 1907, 30.) 

Das klare Serum eines fraglichen Luetikers wird 
mit dem gleichfalls klaren Serum eines Paralytikers 
tiberschichtet, wobei nach zwei Stunden Aufenthalt bei 
Zimmertemperatur in positiven Fällen ein feiner Ring 
an der Grenzfläche auftritt. Kontrollen sind mit nicht 
luetischem und sicher luetischem Serum anzustellen. 
Die Probe ist nicht immer positiv und hat sich infolge 
des sicheren Komplementbindungsverfahrens nicht in 
die Praxis eingeführt. 

F. Kolloid-chemische Reaktionen. 

Bei manchen Immunitätsreaktionen, vor allem bei 
den- Agglutinations- und Präzipitationsproben, müssen 
wir zwei Vorgänge unterscheiden, erstens die eigentlich 
abgestimmte Wirkung der Immunkräfte und zweitens 
physikalisch-chemische Vorgänge, die notwendigerweise 
als Folge der ersten Wirkung in einem kolloiden Milieu 
auftreten und meistens auf kolloid-chemischer Änderung 
der Globuline beruhen. Manche der folgenden Reak- 
tionen zielen bewußt nur auf diese hin. Fast alle Reak- 
tionen dienen zur Diagnose der Syphilis. 
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I. Reaktion von Klausener. 
(Wien. klin. Woch. 1908, Nr. 7 u. 11.) 
Von aktivem Serum wird je 0,2 ccm unverdünnt, 
sowie 5 — 10 fach mit NaCl- Lösung verdünnt, mit je 
0,7 ccm aq. dest, versetzt und nach Mischung 2 bis 
12 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Bei 
Lues soll Flockung auftreten. Die Probe ist jedoch 
auch bei anderen Erkrankungen positiv. 

2. Salpetersäurereaktion von Brück. 
(Münch. med. Woch. 1917, Nr. i.) 

Man gibt 0,5 ccm aktives, klares, nicht bluthaltiges 
und nicht chylöses Serum (kann auch bereits einige 
Tage alt sein), in ein ganz sauberes Reagenzglas, fügt 
2 ccm aqua dest. zu und schüttelt um. Nun füge man 
mit einer Präzisionspipette genau (!) 0,3 ccm acid. 
Nitric. pur. der Pharm. Germ. zu. 

Die Menge 0,3 ccm gilt für eine Säure vom spe- 
zifischen Gewicht 1,149, ^^^ ^i"^ 100 S 24,77 HNOg 
oder auf 100 ccm 28,48 HNOs enthält; für andere Säuren 
ist an einer größeren Zahl sicherer Lues- und sicherer 
Normalseren diejenige HNOs-Höchstmenge zu ermitteln, 
die mit Normalserum noch negative Reaktionen gibt. 

Nach Umschütteln des gebildeten weißen Nieder- 
schlages läßt man bei Zimmertemperatur stehen. 

Nach möglichst genau zehn Minuten langer Säure- 
einwirkung fügt man 16 ccm aqua dest. von gleicher 
Zimmertemperatur zu, schüttelt unter Verschluß des 
Glases mit der Fingerkuppe durch dreimaliges Auf- 
und Abwärtsbewegen unter Vermeiden von Schaum- 
bildung um, wiederholt dies nach zehn Minuten und 
läßt ^k Stunde bei Zimmertemperatur stehen. 

Im Normalserum wird der gebildete Niederschlag 
gelöst, und es bleibt eine wasserklare oder durchsichtige. 
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(Monatsschr. f. Psych. 40, H. 6.) 
Von dem aktiven, i : 100 mit NaQ-Lösung ver- 
dünnten Serum werden 0,6 ccm (3 Teile) mit 1,4 ccm 
(7Teile) einer wässrigen i ®/oo Goldchlorid- oder Sublimat- 
lösung versetzt. Ausflockung soll für Lues sprechen, 
aber die Probe ist nicht spezifisch. 

4. Sublimatreaktion von A. Gordon. 
(New York med. Journ. 1915, S. 343.) 
Auf 0,5 ccm Serum läßt man langsam 5 Tropfen einer 
I ^/e Sublimatlösung fallen. In normalem Serum soll es zu 
einer Trübung kommen, die sich bald durch das ganze 
Serum ausdehnt. Im Serum luetischer Lösung soll sich 
dagegen nur eine weißliche Oberschicht bilden, die sich in 
einem halben Tage wieder auflöst. Ich fand die Reaktion 
mit aktivem, wie mit inaktivem Serum unzuverlässig. 

5. Die Gold-Cyan-Adehyd-Essigsäure Reaktion, 

von Torday u. Wiener. 

(Orvosi Hetihip 1914; ref. Deirtsch. med. Woch. 1914, desgl. 

Halbey med. Klinik 1917, S. 128.) 

Bei dieser Probe wird zu 0,2 ccm inaktiven Serums 

1,8 ccm einer 0,5^/0 igen Kaliumaurumzyanatlösung zu- 
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gefügt. , In diesem Gemisch wird dann durch Zafügen 
von 2,0 ccm des Ehrlichschen Aldehydreagens (Para- 
dimethylamidobenzaldehyd 1,0, Acid. hydrochloric. 25^, 
aqua dest. 25,0) in allen Fällen eine dichte Trübung 
hervorgerufen, die auf weiteren Zusatz von 2,0 ccm 
Eisessig entweder schwindet, bei Lues-positiven Fa^n, 
oder bestehen bleibt — ^1% Stunde warten — negatir. 
Ich fand die kostspielige(!) Probe bei Nachprüfung 
an ausgewählten Fällen unzuverlässig. 

ö.Die Ausflockungsreaktion mit Na. glycocholic. 

(Porges, Meyer, Elias, Neubauer und Salomon. Wien.klin. 

Woch. 1908, Nr. II, 12, 21, 23.) 

0,4 ccm einer frischbereiteten, wässrigen i®/o Lösung 
von Na. glycocholic. pur. Merck wird zu 0,4 ccm 
frischen, klaren, inaktivem Serum zugesetzt, gemischt 
und 16 — 20 Stunden bei Zimmertemperatur ruhig stehen- 
lassen. 

Die Probe ist positiv bei deutlich mit bloßem Auge 
sichtbaren Flocken. Sie ist nicht so scharf wie die 
Wa-R. und gibt auch bei anderen Krankheiten (Tuber- 
kulose, Typhus) positive Ausschläge. — Sie wurde von 
Herman und Perutz verfeinert. 

7. Reaktion von Herman und Perutz. 
(Med. Klinik. 191 1, Nr. 2, S. 60.) 
Diese Probe gibt bei genauem Einhalten der Technik 
gute Resuhate. Vergl. J. Zadek, Ergebn. d. inn. Med. 
u. Kinderheilk. 1915, Bd. 14, S. 462. 

Alle Glassachen müssen sauber, steril und voll- 
kommen trocken sein. Mit dem Serum, das vollkommen 
klar und blutfrei sein muß, — brauchbar ist ikterisches, 
dagegen nicht hämolytisches und Upämisxdies Serum — 
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entnahme mit trockener Pipette. 

Herstellung der Reaktionsflüssigkeit. 

a) 2^lo wässrige Lösung von Natrium glycocholic. 
purum (Merck). Nicht purissimum! 

Zu der abgewogenen Menge Na. glycocholic, das 
ebenso wie das Cholesterin (hygroskopisch!) dauernd 
fest verschlossen, am besten im Exsikkator, und vor 
Licht geschützt aufzubewahren ist, wird das dest. 
Wasser allmählich und langsam zugesetzt und unter 
ständigem Schütteln aufgefüllt. Die Lösung soll opales- 
zieren und frei von größeren Klumpen sein. Sie ist 
stets frisch herzustellen. 

b) Cholesterinstammlösung. 

i,o g Na. glycocholic. werden in möglichst wenig 
96^/0- Alkohol völlig gelöst, dann wird 0,2 g Cholesterin 
purissimum beigegeben und nun unter erneutem lang- 
samen Alkoholzusatz (50 ccm) versucht, durch bestän- 
diges Umschütteln das Cholesterin in feinem Suspensions- 
zustand zu erhalten. Diese Stammlösung ist in dunklem 
Glase bis zu 14 Tagen haltbar. 

Die wässrige wie alkoholische Lösung von Na. gly- 
cocholic. wird zweckmäßig am Abend vor der Unter- 
suchung angesetzt. 
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Die Verdünnung der Stammlösung mit aqua dest. 
hat so zu geschehen, daß in einem trockenen Mleß- 
zylinder erst die Stammlösung gegeben wird und dann 
mit Wasser, an der Innenwand herabfließen lassend, 
rasch auf das verlangte Volumen aufgefüllt wird, 

Ausführung der Reaktion. 
Zweckmäßig sind Uhlenhutsche Röhrchen, da eine 
hohe Flüssigkeitssäule die Ablesung der Reaktion er- 
leichtert. Für jede Untersuchung sind drei Röhrchen 
nötig : 
I. 0,2 ccm 1 : 20 verd. Stammlösung + 0,2 ccm 2^/e 
wässriger Na. glycocholic. Lösung. 
II. 0,2 ccm 1:30 verd. Stammlösung + 0,2 ccm 2®/o 
wässriger Na. glycocholic. Lösung. 
III. 0,2 ccm aqua dest. 

Nur wenn die Mischung in I und II völlig klar 
blieb, wird in jedes der drei Röhrchen hinzugefügt: 

vom inaktivierten Serum ... 0,4 ccm, 
vom inaktivierten Liquor ... 0,8 ccm, 
vom inaktivierten Leichenserum 0,2 ccm. 

Verschluß der Röhrchen mit Watte, besser mit Gummi- 
stopfen (steril!) wegen etwaiger Alkoholverdunstung. 
Durchschütteln. Ohne Erschütterung bei Zimmer- 
temperatur und diffusem Tageslicht aufstellen. 

Erste Ablesung, ohne Berührung der Röhrchen, 
nach zirka 10 Stunden, endgültige Ablesung nach 20 
Stunden. 

Auftreten von Flocken gilt als positiv für Lues. 

Auch feinste Flockung kann als positiv verwendet 
werden, wenn dieselbe in Röhrchen II in derselben 
Dichte und Stärke vorhanden ist, wie in Röhrchen I. 
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8. Koagulationsreaktion von v. Dungern. 
(Mündi. med. Woch. 1915, Nr. 36.) 

I g Indigo wird in 4 ccm conc. H2SO4 gelöst und 
mit Wasser bis auf 100 ccm verdünnt. Diese Stamm- 
lösung wird weiterhin verdünnt, und zwar 1,5 ccm-|- 
10 ccm aqua dest. Zu i ccm dieser Mischung wird 
genau! 0,25 ccm Fehling 2. Lösung zugesetzt. Diese 
Mischung muß grün aussehen und ist sofort zu be- 
nutzen, und zwar in der Reaktionsdosis 0,2 ccm. (Falls 
das Indigo sich erst in 7 ccm H^SO* löste, wäre 0,15 
als Reaktionsdosis zu nehmen.) Zu diesen 0,2 ccm 
wird 0,3 ccm Serum, das vorher ^k Stunde bei 54® 
inaktiviert wurde, zugefügt und nach Mischung ^k Stunde 
stehen gelassen. Dann in dünnen Gläsern eine Minute 
lang in kochendes Wasser gesetzt. Nach weiteren 
zwei Stunden Stehenlassen erfolgt die Ablesung. Ist 
der Inhalt der Röhrchen koaguliert, dann spricht dies 
für Sjrphilis. Sera anderer Krankheiten sollen flüssig 
, bleiben. 

Diese Reaktion hat bis jetzt keine Nachprüfung 
oder Bestätigung an größerem Material erhalten. 

9. Reaktion von L. Bricger. 
(Deutsch, med, Woch. 1918, Nr. 7.) 
Alkoholischer Luesleberauszug wird nach 10 bis 
14 tägigen Stehen filtriert und zu 3% mit Pyrogallol 
in Substanz versetzt und leicht geschüttelt. Sorgfältig 
vor Licht und Luft geschützt ist dieser Auszug nach 
24 Stunden gebrauchsfähig, hält sich aber nur zehn 
Tage lang. Zu 0,5 ccm frischen aktiven Serums wird 
0,1 ccm Auszug gegeben; das gut verkorkte Reag'enz- 
rohr wird leicht geschüttelt, ohne den Kork zu berühren, 
und dann 20 Stunden bei 37® gehalten. 
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Normalerweise ist dann durch Eiweißfällung der 
Inhalt des Röhrchens erstarrt, oder aber der Inhalt 
bleibt ganz oder teilweise flüssig, was bei Lues die 
Regel sein soll, aber auch bei Typhus, Tuberkulose 
und Karzinom vorkommen kann. 

lo. Gerinnungsreaktion von Hirschfeldu. Klinger. 
(Deutsch, med. Woch. 191 4, Nr. 32, S. 1607.) 

Nach diesen Forschern findet die Blutgerinnung 
also statt: Das Fibrinogen des Plasma wird durch 
Thrombin als Fibrin gefällt. Das Thrombin wird unter 
Beteiligung von Ca-Jonen aus Serozym (= Thrombogen), 
das sich im Plasma des normalen Blutes findet, und 
aus Zytozym (= Thrombokinase) gebildet ; als Zytozym 
wirken verschiedene Körper meist lipoider Natur; ^es 
soll normal bei der Hydrolyse des Serumeiweißes ent- 
stehen. 

Viele alkoholische Organextrakte können als Zyto- 
zym wirken und der Umstand, daß luetische Sera 
solche Extrakte in einer Weise beeinflussen, daß diese 
ihren Zytozymcharakter einbüßen, während dies durch 
normale Sera nur in unbedeutendem Maße geschieht, 
ist von Hirschfeld und Klinger in folgender Weise 
verwandt worden. 

Technik: Je 0,1 ccm Serum ^/2 Stunde auf 56^ 
erhitzt, wird mit 0,1 ccm des mit NaCl-Lösung im 
Verhältnis ^/4o, ^/so, ^/i«o verdünnten „SyphiUsantigen 
aus Meerschweinchenherzen" (Merck) und als Kontrolle 
mit 0,1 ccm NaCl- Lösung versetzt und eine Stunde 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 

Dann wird bestimmt, wie weit der Zytozymcharakter 
des Gemisches verloren gegangen ist, durch Zusatz 

Schmidt, Die Technik. 8 
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Ist aktives Zytozym vorhanden, so entsteht Thrombin, 
dessen Menge durch Zusatz von i,o ccm Oxalatplasma 
nachgewiesen wird. 

Herstellung des Oxalatplasmas : 

Man läßt zu einer i^/oigen Na-Oxalatlösung soviel 
Blut zufließen, daß das Blut i^/oo Oxalat enthält, dann 
wird zentrifugiert und die überstehende Flüssigkeit 
vor Gebrauch folgendermaßen verdünnt: i Teil Plasma 
+ I Teil i°/oige Na-Oxalatlösung + 3 Teile physiol. 
Na-Cl-Lösung. 

Gewinnung des Serozyms: 

Zu 10 ccm Plasma wird 1,2 ccm einer i^/oigen 
CaCU- Lösung in aqua dest. zugesetzt. Nach guter 
Mischung tritt im Brutschrank nach 5 — 10 Minuten 
völlige Gerinnung ein. Aus dem Koagulum wird dann 
durch sanften Druck das klare Serum ausgedrückt. 
Dieses noch thrombinhaltige Serum bleibt ^U Stunde 
bei ^37^ stehen und wird nach zwei Stunden im Ver- 
hältnis I : 5 mit NaCl- Lösung verdünnt. Nach einer 
weiteren Stunde kann es zum Versuch benutzt werden. 

Als Kontrolle muß angesetzt werden: 0,5 ccm 
Serozymverdünnung+ i^/o CaCk-NaCl- Lösung, dazu 
nach 15 Minuten i ccm Oxalatplasma; Gerinnung darf 
höchstens nach zwölf Stunden eintreten. 

Als weitere Kontrollen werden die drei Extrakt- 
verdünnungen allein, d. h. ohne Serum mit je 0,1 ccm 
NaCl-Lösung eine Stunde stehen gelassen. Nach Zu- 
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satz von Plasma muß spätestens in vier Minuten Ge- 
rinnung eintreten. Serozym allein ohne Zytozym darf 
keine Gerinnung bewirken. 

Versuchsschema für die G — R. 
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Versuchsprotokoll nach Hirschfeld u. Klinger. Die 
Zahlen bedeuten Gerinnungszeiten in Minuten. 





I. 
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„ 1 : 80 
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negativ 
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Die Gerinnungsreaktion soll empfindlicher sein als 
die Wa-Reaktion. Vgl. Fränkel u. Thiele, Münch. med. 
Woch. 191 4, Nr. 42. 



II. Die Reaktion von Sach3 und Georgi. 

(Med. Klinik. 1918, Nr. 33-) 
Das möglichst frische und sterile Krankenserum 
ist eine halbe Stunde bei 55^ zu inaktivieren. Von diesem 
Serum wird 0,1 ccm genommen und mit physiol. NaCl- 
Lösung auf i ccm aufgefüllt, also i : 10 verdünnt. Dazu 
wird 0,5 ccm der Extrakt Verdünnung gegeben, gut 
durchgeschüttelt und dann 18 — 24 Stunden im Brut- 
schrank gelassen. 

8* 
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Extraktbereitung: 

I g feuchter Rinderherzmuskel + 5 ccnr Alkohol ; da- 
von iooccm + 200ccm 96^/0 Alkohol + 13,5 ccm einer 
i*/o alkoholischen Cholesterinlösung. Die so erhaltene 
Cholesterinmenge, etwa 0,4^/00, paßt für die meisten 
Extrakte, jedoch müssen der geeignete Cholesterinzu- 
satz und der optimale Verdünnungsgrad jeweilig atis- 
geprobt werden. 

Im allgemeinen wird der Extrakt i : 6 verdünnt, 
vor Ansetzen des Versuches wird ein Teil Extrakt mit 
ein Teil 0,85^/oiger NaCl- Lösung rasch gemischt. So- 
dann werden nach kurzem Umschwenken der Mischung 
weitere vier Teile physiol. NaCl-Lösung rasch zugefügt. 

Zwei Kontrollen sind notwendig: 

1. Serumkontrolle: Zu der gleichen Menge zehnfach 

verdünnten Krankenserums wird 0,5 ccm sechs- 
fach mit physiol. NaCl verdünnten Alkohols zu- 
gefügt. 

2. Extraktkontrolle: 0,5 ccm Extrakt + i>o ccm physiol. 

NaCl-Lösung. 
Alle Flüssigkeiten müssen vollständig klar sein; 
vorher filtrieren. Das Ergebnis wird mit dem Ag- 
glutinoskop abgelesen. Wenn deutlich helle Körnchen 
auf dunklem Grunde erscheinen, ist die Probe positiv 
für Lues. Bei Trübung des Gemisches und Fehlen 
von Körnchenbildungen ist die Probe zweifelhaft. Bei 
nur zweistündigem Verweilen im Brutschrank bei Tem- 
peratur bis 37^ und nachherigem Auf enthalt bei Zimmer- 
tempetatur wird die Probe zwar empfindlicher, kann 
dann aber auch bei Tuberkulose, Tumoren und Fieber 
positiv ausfallen. Das gleiche gilt, wenn die Sera erst 
nach ihrer Verdünnung auf i : 10 inaktiviert werden 
(Mandelbaum). 
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12. Die Reaktionen von Meinicke. 

Es gibt drei Abänderungen. Wird dem Gemisch 
verhältnisrpäßig viel Wasser zugefügt, so flocken nur 
die Lues-negativen Seren aus (Wassermethode); wird 
verhältnismäßig viel Kochsalz zugefügt, so flocken nur 
die positiven Fälle aus (Dritte Modifikation = D. M.). 
Dazwischen liegt eine Zone von Kochsalzmenge, wo 
alle Sera ausflocken. Die Flocken werden dann nach 
ihrer verschiedenen Kochsalzlöslichkeit bestimmt. (Koch- 
salzverfafaren.) Diese Probe ist die empfindlichste, weil 
sie zweiteilig ausgeführt wird, und die Reagentien 
gegeneinander eingestellt werden können. 

Herstellung des Extraktes für das I^ochsalzverfahren : 
Je I g Ochsenherzbrei wird eine Stunde im Wasserbad 
von 55® ausgezogen mit je 4, 6, 8, 10 und 16 ccm 
96^/0 igem Alkohol. Über Nacht bei Zimmertemperatur 
stehenlassen, dann filtrieren. In fünf Röhrchen je 
0,5 ccm Extrakt schnell mischen mit 0,5 ccm aqua dest. 
(= I), physiol. NaCl-Lösüng i : 8 verdünnt mit aqua dest. 
(=11), desgleichen 1:4 verdünnt (=111), desgleichen 
1 : 2 verdünnt (= IV), und mit reiner physiol. NaCl- 
Lösung (= V). Bei Zimmertemperatur i — 2 Stunden 
stehenlassen. 

Ein für die M. R, (auch für Wa-R.) brauchbarer 
Extrakt zeigt dann : I leicht getrübt, hellgrau ; II stärker 
getrübt mit Stich ins gelbliche; III— V dichte Trübung. 

Mit einer dieser Forderungen entsprechenden Al- 
koholmenge wird dann endgültig drei Stunden bei 55^ 
unter mehrmaligem Umschütteln extrahiert, worauf nach 
zwölfstündigem Aufenthalt bei Zimmertemperatur ab- 
filtri^rt wird. 

Für den Versuch wird der Extrakt folgendermaßen 
verdünnt : Zu einer ausreichenden Menge Extrakt wird 
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die halbe Menge völlig salzfreien aqua dest. gesetzt, 
gut gemischt und i — 2 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Dann wird schnell und in einem Guß 
die siebenfache Menge aqua dest. zugesetzt. Ver- 
dünnung: 1 18,5. 

Das Wasserverfahren. Zu 0,2 ccm eine Stunde bei 
55^ inaktiviertem Serums wird 1,5 ccm des 1:12,5 ver- 
dünnten Extraktes (statt der siebenfachen Menge, wie 
vorhin, die elffache Menge aqua dest. nehmen) gegeben 
und nach einer Stunde bei 37^ weiterer Zusatz von 
2,5 ccm aqua dest. Über Nacht flocken die Lues-ne- 
gativen Sera aus. 

Die Probe ist nicht weiter als Immunitätsreaktion 
ausgebaut worden. Um so mehr aber die beiden an- 
deren Verfahren. 

a) Technik des Kochsalzverfahren von Meinicke (M.R.) 
(Ber. klin. Woch. 1917, Nr. 25, S. 613.) 

I. 0,2 ccm mindestens 3 Stunden vorher für 15 bis 
30 Minuten bei 55® erhitzten Krankenserums, das gelb- 
Hch und vollkommen klar sein muß, wird mit 0,8 ccm 
1 : 8,5 wie oben verdünnten Organextraktes versetzt, 
gut umgeschüttelt und zwölf Stunde;^ bei 35^ (37® darf 
nie überschritten werden) gehalten. Danach sind sämt- 
liche Röhrchen ausgeflotkt. Die Flockung wird durch 
sanftes Schwenken in allen Röhrchen möglichst gleich- 
förmig gestaltet. 

II. Nun läßt man i ccm einer NaCl- Lösung be- 
stimmter Konzentration, die vorher titriert wird, vor- 
sichtig am Rande herunterlaufen und läßt die Röhrchen 
nun eine Stunde bei 37^ (besser 35®) stehen unter 
Vermeidung von Schütteln. Dann Ablesung. Ag- 
glutinoskop. Wo mehr oder weniger Flocken vor- 
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handen sind, ist die Reaktion positiv für Lues. Zur 
Kontrolle ist jedesmal ein sicher positives und ein ne- 
gatives Serum mitzuführen. 

Gleichzeitig mit dem Versuch I wird die Kochsalz- 
lösung titriert. In sechs Röhrchen kommt je 0,2 ccm 
eines sicher negativen und gut flockenden Serums 
und 0,8 ccm des 1:8,5 verdünnten Auszuges. 

Da nicht alle negativen Sera gleich deutliche Flockung 
aufweisen, manche flocken überhaupt nicht aus, nimmt 
man besser zwei negative und ein schwach positives 
Serum. Diese Röhrchen stehen über Nacht bei 55^. 
Am andern Morgen (ohne Schütteln an der Glaswand 
herunterlaufen lassen), Zusatz von je i ccm einer 1,4; 
1,6; 1,8; 2,0; 2,2 und 2,4^/0 igen NaCl- Lösung. Nach 
weiterem Brutschrankaufenthalt bei 35^ von einer Stunde 
Ablesung. Man nimmt dann für Teil II des Haupt- 
versuches die NaCl-Menge, die nach einer Stunde die 
Flocken des negativen Serums noch gerade gelöst hat. 

b) Technik der dritten Modifikation nach 
Meinicke (D. M.). 
(Münch. med. Woch. 1919, Nr. 33, S. 932.) 
Extraktbereitung: Reines Pferdeherzfleisch wird 
-zerkleinert und auf Glasplatten dünn ausgestrichen, bei 
50 — 55® getrocknet und möglichst fein zerrieben. Ein 
Gewichtsteil des Pulvers wird mit neun Volumteilen 
Äther ausgezogen, dann der gesamte Rückstand bei 
37^ getrocknet. Nun fügt man 96^/0 igen Alkohol in 
gleicher Menge zu, wie man vorher Äther genommen 
hatte, läßt einen Tag bei Zimmertemperatur unter mehr- 
maligem Umschütteln ausziehen und filtriert klar ab. 
Nach einigen Tagen Stehenlassen wird die geeignete 
Konzentration ähnlich wie oben für Rinderherzextrakt 
angegeben, ermittelt. Es werden zu je 0,5 ccm abge- 
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stufter Extraktalkoholverdünnungen (durch Zufügen von 
etwas Alkohol zu dem Extrakt) mit 0,25 ccm aqua dest. 
gemischt und nach einer Stunde Stehenlassen 3,5 ccm 
aqua dest. zugegeben. Die anfangs stark milchige 
Trübung muß beim zweiten Wasserzusatz deutlich be- 
stehen bleiben. 

Ein brauchbarer Extrakt muß folgendes zeigen : 

I. 0,5 ccm Extrakt 4~ 0,25 ccm aqua dest. : miy:hig-dicht-trübe. 
II. 0,5 ccm Extrakt + o» 5 ccm aqua dest.: leicht trübe. 

III. 0,5 ccm Extrakt + 0,5 ccm physiol. NaCl-Lösung i: 8 mit 

aqua dest. verdünnt: dicht trübe ev. leicht ausgeflockt. 

IV. 0,5 ccm Extrakt + 0,5 ccm physiol. NaCl-Lösung i : 4 mit 

aqiia dest. verdünnt : mehr oder weniger starke Ausflockung. 

V. 0,5 ccm Extrakt + 0,5 ccm physiol. NaCl-Lösung i : 2 mit 

aqua dest. verdünnt : mehr oder wenigerstarke Ausflockung. 

VI. 0,5 ccm Extrakt + 0,5 ccm physiol. NaCl-Lösung: mehr 

oder weniger starke Ausflockung. 
VII. 0,5 ccm Extrakt + 1,0 ccm physiol. NaCl - Lösung: leichte 

Trübung. 

f 

Für den Hauptversuch wird der entsprechend kon- 
zentrierte Extrakt 1:8,5 verdünnt, und zwar wird die 
ausreichende Menge Extrakt mit der halben Menge 
aqua dest. verdünnt, dann nach einer Stunde Stehen- 
lassen nochmals schnell mit der siebenfachen Menge 
2Woiger NaCl-Lösung. 

Berechnung der für den Hauptversucb, für n Fälle, 
benötigten Extraktmenge x aus der Gleichung : 

x + ^ + 7x = o,8 (n + 2). 

Man nimmt (n + 2) statt n, um Überschuß zu haben. 
Der Extrakt ist fertig von der Adlerapotheke in Hagen 
in Westf. zu beziehen. Die Art der Verdünnung ist 
schwankend, aber jedesmal vorher festgestellt. 
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Hauptversuch: Zu je 0,2 ccm mindestens eine 
Stunde vorher für 15 — 30 Minuten bei 55® erhitzten, 
klaren Serums wird 0,8 ccm der Extraktverdünnung 
zugefügt. Nach Umschütteln wird das Gemisch zwölf 
Stunden bei 35^ gehalten und dann abgelesen 

Die Lues - positiven Sera sind dann mehr oder 
weniger stark ausgeflockt; die negativen nicht. Es 
empfiehlt sich nochmals, nach weiteren 24 Stunden 
Stehen bei Zimmertemperatur abzulesen. Die Probe 
ist auch bei Liquor brauchbar, wobei aber 1,0 ccm in- 
aktivierter Liquor genommen werden muß, bei 0,8 ccm 
der angegebenen Extraktverdünnung. 

Es ist, um Meerschweinchenkomplement zu sparen, 
zu empfehlen in allen Fällen, wo frisches Serum auf 
Lues zu untersuchen ist, die Sternsche Abänderung 
der Wassermannschen Reaktion anzustellen, zugleich 
mit der Sachs -Georgischen oder der D. M.-iReaktion. 
Nur in den wenigen Fällen von Unstimmigkeiten ist 
dann die Wa- Reaktion mit Komplement auszuführen. 

c) Die D. M. -Reaktion von^ Meinicke für die Rotz- 
diagnose bei Pferden. 
(Deutsch, med. Woch. 191 9, Nr. 30.) 

Der richtig zusammengesetzte Pferdeherzauszug 
wird wie bei der D. M. verdünnt, aber statt mit physiol. 
NaCl- Lösung mit einer solchen von nur 0,6^/0. Zu 
je 0,2 ccm des 10 Minuten bei 50^ inaktivierten Pferde- 
serums gibt man i ccm der Auszugsverdünnung und 
fügt soviel Rotzbazillenantigen hinzu, wie im Komple- 
mentbindungsverfahren angewandt wird. Bei rotz- 
kranken Pferden kommt es über Nacht im Brutschrank 
zur Ausflockung. 
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13. Kolloide Liquorreaktionen. 

a) Reaktion von Noguchi. 

(Journal exper. med. 1909, 14, Nr. 4.) 

0,2 ccni aktiver Liquor wird mit i ccm io®/o iger 
Buttersäure bis zum Kochen erhitzt, dann 0,2 ccm einer 
normalen Sodalösung zugefügt und einige Sekunden 
lang gekocht. Ein körniger Niederschlag, der sich in 
drei Stunden absetzt, gilt für positiv. 

b) Reaktion von Pandy. 
* (Neurol. Zentralblatt 1915, S. 915.) 

Man läßt einen Tropfen aktiven Liquor in i ccm 
einer Karbolsäurelösung (acid. carbolic. cryst. 10,0 aqua 
dest. ad 150,0) hineinfallen. Ein weißlicher Schleier, 
aber selbst noch Opaleszenz gelten als positiv. 

c) Liquor-Reaktion von Weichbrodt. 
(Monatsschr. f. Psych, u. Neun, Bd. 40, H. 6.) 

0,7 ccm aktiver Liquor wird mit 0,3 ccm i °/oo wäß- 
riger Sublimatlösung versetzt. Trübung gilt als positiv. 

d) Reaktion von Braun-Husler. 
(Deutsch, med. Woch. 1912, Nr. 38.) 

Zu 5 ccm aktivem Liquor werden 2,5 ccm einer 
n : 300 HCl zugesetzt. Deutliche Opaleszenz bald nach 
Ansetzen der Probe gilt als positiv. Ein positiv rea- 
gierender Liquor enthält meist hämolytisches Komple- 
ment. (S. Hämolysinreaktion von Weil und Kafka. 
Seite 72,) 

e) Reaktion von Nonne*Apelt-Schumm. 

Der völlig blutfreie Liquor wird mit gesättigter, 
nicht sauer reagierender Ammoniumsulphatlösung, 86 g 
Amm. sulphat puriss. -fiooccm aqua dest, versetzt. 

Nach dem verfeinerten Verfahren von Kafka: 
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I. I ccm Liquor + 0,35 ccm gesättigte Ammoniutn- 

sulphatlösung = 28^/0 Sättigung. 

iL I ccm Liquor + 0,5 ccm gesättigte Ammonium- 

sulphatlösung = 33^/0 Sättigung. 

IIL I ccm Liquor + i>o ccm gesättigte Ammonium- 

sulphatlösung = 50^/0 Sättigung! 

IV. I ccm Liquor + 0.86 g Ammoniumsulphatcryst. 

= 100 ^/o Sättigung. 

Bei I und II fallen die Euglobuline^ bei III die ge- 
samten Globuline und bei IV auch die Albumine aus. 
III entspricht der Phase I von Nonne.' 

Man kann auch nach Jonas die gesättigte Ammo- 
niumsulphatlösung mit Liquor tiberschichten, wobei 
eine ringartige Trübung, die der Phase I von Nonne 
entspricht, auftritt. Die Ringprobe soll empfindlicher 
sein. 

Die erwähnten Reaktionen gehen nicht miteinander 

•parallel, was den Gesamteiweißgehalt und die Globulin- 

reaktion anbetrifft. Über die differential-diagnostische 

Bedeutung der einzelnen Reaktionen herrscht noch 

keine vollständige Übereinstimmung. 

Die Phase I Reaktion scheint nicht unbedingt für 
organische Erkrankung des Z.-N.-S. zu sprechen; 
wenigstens ist sie, wenn auch selten, auch bei Go. 
positiv gefunden worden ; auf jeden Fall findet sie sich 
aber bei allen mit Entzündungen der Meningen ein- 
hergehenden Fällen. 

Tritt Fällung schon bei 28^/0 Ammoniumsulphat- 
sättigung auf, so spricht der Befund für akute Menin- 
gitis, während beginnende Fällung bei 33^/0 sehr oft 
bei Paralyse vorkommt. Für letztere soll auch eine 
positive Braun- Huslersche Reaktion sprechen. Die 
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Pandysch« Reaktion geht in der Schärfe mit der 
Phase I parallel, ist aber oft noch schärfer. Diese 
beiden Globulinreaktionen machen die Noguchi-Reak- 
tion überflüssig. 

14. Goldhydrosolreaktion von Lange. 
. (Berl. klin. Woch. 1912, Nr. 19.) 

Herstellung der Goldsollösung: .Zu 1000 ccm kurz 
vor Gebrauch redestillierten Wassers fügt man in alkali- 
freien Gefäßen 10 ccm einer i^/oigen Goldchloridlösung 
und 10 ccm 2?/o Pottaschelösung. Dann wird schnell 
aufgekocht und dann unter starkem Umschütteln schnell, 
aber portionsweise 10 ccm einer i ^/o igen Formollösung 
hinzugesetzt. Die Lösung wird satt purpurrot und ist 
gut verschlossen lange haltbar. Vor Gebrauch ist das 
Sol auf seine Brauchbarkeit mit bekannten Liquoren 
zu prüfen. 

Für die Probe stellt man sich eine Reihe von 13 
peinlich sauberen Reagenzröhrchen zurecht. Jenaglas. 
In das erste bereitet man eine Liquorverdünnung von 
^/lo, indem man 0,2 ccm Liquor zu 1,8 ccm 0,4 ®/o NaCl- 
Lösung fügt, zugleich gibt man je 1,0 ccm der gleichen 
NaCl-Lösung in alle folgenden Röhrchen. Nach guter 
Mischung des ersten Röhrchens nimmt man 1,0 ccm 
aus dem ersten und fügt es zu dem 1,0 ccm NaCl- 
Lö«ung im zweiten Röhrchen, mischt und fährt so fort 
bis zum vorletzten Röhrchen, aus dem man 1,0 ccm 
der Mischung entfernt. Das letzte Röhrchen dient als 
Kontrolle. Man hat dann eine fortlaufende Reihe von 
Verdünnungen von ^/lo — ^/zoooo (1/20480). Nun werden 
zu jedem Röhrcheninhalt je 5 ccm des Goldsols zuge- 
gebcn, geschüttelt und bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Ablesung nach 24 Stunden. 
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Da Soda in Spuren den Ausfall der Probe stört, 
darf die Punktionsnadel niokt in Sodalösung entkeimt 
werden. Auch Blutbeimengungen wirken störend. 

Die Farbe der Goldsollösung änd:ert sich von rot 
über violett zu blau bei positiver Reaktion, und es 
kommt dann zur Ausflockung, die bei positivem Liquor 
sehr schnell eintreten kann. Die Ausflockung hat ein 
Optimum, und dieses liegt bei einer bestimmten Ver- 
dünnung — für syphilitische Erkrankung des Z.-N.-S. 
bei ^/io — ^/so — und nimmt nach beiden Seiten hin 
ab. Bei Paralyse ist die Ausbreitung nach beiden 
Seiten am größten, bei Tabes am geringsten und hat 
bei Lues cerebri einen Mittelwert. Eine ähnliche Aus- 
flockimg gibt auch die multiple Sklerose. 

15. Mastix-Reaktion. 

G. Emanuelj Berl. klin. Woch. 191 5, Nr. 30, führte 
an Stelle des schwierig zu bereitenden Goldsols eine 
Mastixemulsion ein. Die fällende Wirkung von einer 
NaCl-Lösung wird (Jurch die Schutzkolloide eines nor- 
malen Liquors verhindert, aber nicht durch die eines 
pathologischen Liquors. Es hat sich aber gezeigt (Sachs, 
Berl. klin. Woch. 1916, Nr. 25), daß die Salzempfindlich- 
keit der Mastixemulsion sehr von ihrer Herstellungsart 
beeinflußt wird, indem eine zu schnell bewirkte Emul- 
sionierung eine erhöhte Salzempfindlichkeit bewirkt. 

Wegen der sehr schwer einheitlich zu gestaltenden 
Herstellung der Mastixemulsion ist es ratsam, die Koch- 
salzzusammensetzung abzustufen. Darauf gründet sich 
die Modifikation von Kafka und Jakobsthal. 

Technik: Berl. klin. Woch. 1918, Nr. 11. 

Eine Lösung von 10 g Mastix in 100 ccm absoluten 
Alkohol wird nach zweitägigem Stehen im Eisschrank 
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klar filtriert. Zum Versuch wird dann i ccm der Stamm- 
lösung mit 9 ccm absoluten Alkohols gemischt und 
tropfenweise — etwa 50 Sekunden Dauer der Mischungs- 
zeit — unter leichtem Schütteln zu 40 ccm aqua dest. 
gefügt. Nachdem diese Lösung eine halbe Stunde bei 
Zimmertemperatur gestanden hat, wird ein Vorversuch 
angestellt, indem man in eine Reihe von Röhrchen je 
I ccm NaCl-Lösung von 0,1 — i,5®/o mit i ccm der 
Mastixemulsion mischt unter viermaligem Schütteln 
aus dem Handgelenk. Die NaCl-Lösungen werden aus 
einer Stammlösung hergestellt, die 10 Gewichtsprozente 
NaCl in zweimal aqua dest. enthält. Der Vorversuch 
gibt eine noch nicht trübende (a) und eine erst aus- 
flockende NaCl-Konzentration (b) und mit diesen wird 
die Reaktion so angestellt, daß je 0,5 ccm Liquor mit 
1,5 ccm der betreffenden NaCl- Lösung gemischt wer- 
den, und je zwei Reihen (für a uad b-Konzentrationen) 
absteigender Verdünnungen in 12 Röhrchen hergestellt 
werden wie bei der Goldsolreaktion, die dann eben- 
falls nach Zusatz von i ccm Mastixemulsion möglichst 
gleichmäßig viermal aus dem Handgelenk geschüttelt 
werden. Als Kontrollen dienen die betreffenden Röhr- 
chen des Vorversuches, die während des ganzen Haupt- 
versuches aufgehoben werden müssen. Ablesung des 
Ergebnisses nach 24 stündigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur. Eskuchen („Die Lumbalpunktion" hielt 
die Anwendung der noch nicht trübenden a-Konzen- 
tration für überflüssig und schlug statt dessen vor, 
zwei Mastixemulsionen von verschiedener Salzempfind- 
lichkeit mit je der erst ausflockenden Salzkonzentratiou 
zu benutzen. 

Auch bei der Mastixprobe tritt Ausflockung bei 
einem Optimum ein. Wie bei der Goldsolprobe gibt 
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auch hier die multiple Sklerose ein ähnliches Aus- 
flockungsbild wie die spinale Lues. 

i6. Berlinerblau - Solreaktion von Kirchberg. 
Arcli. f. Psych, und Nervenkr. 191 7, Bd. 57. 

I g BerUnerblau wird mit 5 ccm einer 5 ®/o igen 
Oxalsäure auf 100 ccm aqua dest. in der Kälte gelöst. 
Diese kolloide Stammlösung ist lange haltbar und wird 
vor Gebrauch i : 10 mit aqua dest. verdünnt. Zu einer 
Verdünnungsreihe von je 2 ccm Liquorverdünnung 
1:10, 1:20 bis 1:1280 mit 0,4^/oiger NaCl-Lösung 
wird 5 ccm Berlinerblaulösung zugesetzt. Die Probe ist 
nach 24 stündigem Stehen bei Zimmertemperatur ab- 
zulesen. Ein Optimum tritt nicht auf, vielmehr ist die 
Reaktion an die stärkste Liquor-Konzentration gebunden. 

Ausflockung beweist nur, daß krankhafter Liquor 
vorliegt. 

Q. Die Opsoninprobe. 

Leitsätze. Das frische Serum von Kranken hat, 
vermöge der sog. Opsonine die Eigenschaft, die nor- 
male Fähigkeit der Leukocyten, Bakterien aufzunehmen 
(Phagocythose), zu steigern oder zu vermindern. Diese 
Eigenschaft ist gegenüber den Bakterien der betreffen- 
den Krankheit abgestimmt. Das Verhältnis der Zahl 
der gefressenen Bakterien zur Zahl der Leukocyten 
nennt man nach Wright die phagozytäre Zahl. Ver- 
gleicht man die phagozytäre Zahl eines Kranken mit 
der eines Normalen, erhält man den oponischen Index 
des Krankenserums. 

Die Bestimmung der phagozytären Zahl kann diffe- 
rential-diagnostisch verwendet werden, um z. B. bei 
einem Kranken aus einer Anzahl verschiedener, aus 
Ausscheidungen gezüchteter Erreger, denjenigen aus- 
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fmdig zn machen, der die betreffende Krankheit ur- 
sächlich bedingt, insofern die phagozytäre Zahl gegen- 
über diesem Erreger erhöht ist im Vergleich mit der 
den anderen Erregern gegenüber. 

Man hat auch bei Vakzinetherapie zwecks Kontrolle 
ihrer Wirkung fortlaufende Bestimmungen des opso- 
nischen Index vorgenommen. 

Für Einzelheiten der schwierigen Technik wird ver- 
wiesen auf : A. E. Wright. Technik von Gummisaug- 
kappe und Glaskapillare, 191 4. Fischer, Jena! Eine 
u. LiÄner, Münch. mei Woch., 1907, 51. 

Bestimm^ung der phagocytären Zahl im Kranken- 
serum. Opsonin -Probe. Dazu ist folgendes nötig: 

i: Krankenserum, das frisch durch Zentrifugieren 
von etwas Blut zu gewinnen ist. Das Blut kann be- 
liebig gewonnen werden. Auf jeden Fall muß die Ge- 
rinnung eine vollständige sein, bevor das Serum abge- 
nommen wird. Wright empfiehlt zur Blutentnahme 
aus dem gestauten Finger, besonders gebogene Ka- 
pillaren. 

2. Normales Serum, das ebenfalls frisch zu ge- 
winnen ist. Dieses muß von einem Menschen stammen, 
der mit dem betreffenden Krankheitserreger entweder 
überhaupt noch nicht öder vor geraumer Zeit in Be- 
rührung kam. 

3. Weiße Blutzellen. Da die phagozytäre Fähig- 
keit der Leukocyten nicht abgestimmt ist, so brauchen 
dieselben nicht von dem Kranken selbst zu stammen. 
Hat man eine größere Zahl von Untersuchungen vor, 
so empfiehlt sich folgendes Verfahren. Much. 

In ein Gefäß mit 1,5 ccm 10% Na citric. läßt man 
aus der Armvene 8,5 ccm Blut fließen. Nach einiger 
Zeit Stehenlassen haben sich die roten Zellen abgesetzt 
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und die überstehende Flüssigkeit, die hauptsächlich die 
weißen Zellen enthält, wird abgehoben und die Leuko- 
cyten durch mäßig starkes Zentrifugieren vom Plasma 
getrennt und in NaCl-Lösung aufgeschwemmt. 

Wright verwendet neuerdings eine Aufschwemmung 
der gewaschenen Blutzellen, ohne daraus die Leuko- 
cyten zu isolieren. 

Von Tieren erhält man Leukocyten folgendermaßen : 
Meerschweinchen erhalten i6 — 24 Stunden vorher ca. 
5 ccm sterile Aleuronataufschwemmung in die Bauch- 
höhle. 3 g Aleuronat + 40 ccm NaCl- Lösung, kurz 
aufkochen. Kaninchen spritzt man 50 ccm io®/o Pep- 
tonbouillon und Mäusen i ccm Aleuronatauf schwemnjung 
in die Bauchhöhle. Entnahme des Exsudates am besten 
nach Tötung des Tieres. Ausspülen der Bauchhöhle 
mit 1,5 ®/o Na citric. enthaltenden NaCl-Lösung. Dann 
mehrmals waschen bei mäßig starkem Zentrifugieren. 

4. Bakterienaufschwemmung. Die Herstellung 
dieser richtet sich nach der Art der Bakterien. Bei 
Tuberkelbazillen verwendet man entweder die käuflichen 
Emulsionen oder man benutzt abgetötete, getrocknete 
Tuberkelbazillen (Höchster Farbwerke.). Man verreibt 
sie im Achatmörscr zu feinem PulVer, setzt zunächst 
einen Tropfen einer 1,5^/0 NaCl-Lösung zu und verreibt 
bis zur Paste, dann wird weiter unter stetem Reiben 
ein Tropfen nach dem anderen zugesetzt, bis zur Bildung 
einer dicken Suspension, die man nun weiter verdünnen 
kann. Die Suspension wird eine Stunde auf 60® er- 
hitzt, hält sich aber nur bis 10 Tage. Die Aufbewah- 
rung geschieht zweckmäßigen einer Glasröhre, in deren 
imteres zur Kapillare ausgezogenes Ende sich die 
gröberen Klumpen absetzen können. Die überstehende 
Flüssigkeit wird zentrifugiert, bis die obere Schicht nur 

Schmidt. Die Technik. 9 
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Kokken in i,5*/o NaGl-Lösung aufzuschwemmen. Bei 
Gram-positiven Kokken nimmt man 24 stündige, bei 
Gram-negativen Kokken und Bakterien der Typhus- 
coligruppe 4 — 10 stündige Agarkulturen. Eine Öse 
wird in NäCl-Lösung verrieben und die Aufschwem- 
mung sehr energisch geschüttelt. Dann läßt man ab- 
setzen und entnimmt zum Gebrauch nur von dem 
oberen Teil. Unter dem Mikroskop darf keine Haufen- 
bildung mehr zu erkennen sein. 

Bie Zahl der Bakterien soll etwa 8 — 10 Milliarden 
im ccm betragen. Da i ccm Blut etwa 5 Milliarden 
Blutzellen hat, so muß ein Ausstrich eines Gemisches 
gleicher Teile Bakterienaufschwemmung und Blut auf 
ein rotes Blutkörperchen etwa zwei Bakterien zeigen. 
Sind mehr vorhanden, ist die Aufschwemmung ent- 
sprechend zu verdünnen, 

Ausführung der Opsoninprobe. 

Leitsatz. Serum wird in verschiedenen Verdün- 
nungen mit Bakterienaufschwemmung und Leukocyten 
zusammengebracht und das Gemisch in den Brutschrank 
gestellt. Das Ergebnis wird durch Untersuchung der 
Phagozytose in gefärbten Ausstrichpräparaten fest- 
gestellt. 

Ausführung. Das Serum wird unverdünnt oder 
besser noch i : 50 und i : 100 mit NaCl-Lösung ver- 
dünnt und in möglichst frischem Zustand verwandt. 
Zu je I ccm der Verdünnungen ist ein Tropfen Nor- 
malserum als Komplement zuzufügen. 
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2 cm oberhalb des unteren Endes einer etwa i6 cm 
langen Glaskapillare mit Gummisaugkappe wird eine 
Marke angebracht. Bis zu dieser Marke wird erst 
Serum, dann durch eine Luftblase getrennt Bakterien- 
aufschwemmung und dann wieder durch eine Luftblase ge- 
schieden Leukocytenaufschwemmung aufgesaugt. Nun 
wird der ganze Inhalt in einen hohlen Objektträger ge- 
blasen und entweder mit einer Platinöse oder durch 
mehrmaliges Hin- und Hersaugen gemischt. Schließlich 
wird das Ganze aufgesaugt und das untere Ende der 
Kapillare in Stichflamme zugeschmolzen. Das gleiche 
hat mit normalem Serum zu geschehen. Nun kommen 
die Pipetten in den Brutschrank oder besser in den 
von Wright konstruierten Opsoninschrank (Opsonizer). 
Die Brutzeit hängt von der verwandten Bakterienart 
ab ; Coli und Typhus 6 — 7 Min., Staphylo- und Strepto- 
kokken 10 — 15 Min., Tuberkelbazillen 20 — 25 Min. 
Nach Ablauf ' dieser Zeit wird das untere Kapillarende 
abgebrochen und der Inhalt auf einen Objektträger ge- 
geben und ausgestrichen. 

Die gut gereinigten Objektträger werden durch 
feinstes Schmirgelpapier (bei Juwelieren gebräuchlich) 
angerauht. Die Kratzen im Glase stören im mikro- 
skopischen Bild nicht, da sie durch Zedernöl ausge- 
glichen werden. Um möglichst gleichmäßige Ausstriche 
zu erhalten, prüft man zunächst die Objektträger auf 
etwaige Wölbung einer Seite, was sich durch Kreiseln-, 
lassen auf glatter Oberfläche erkennen läßt. Hat der 
Objektträger eine gewölbte Seite, so wird auf dieser 
ausgestrichen. Als Ausstreicher dient am besten ein 
Objektträger, der eine leicht konkave, scharfrandige 
Kante hat. Herstellung eines solchen nach Wright. 
Ein möglichst dünner Objektträger wird etwa in der 

9* 
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Mitte. der seitlichen I^änge mit dem Glasschneidemesser 
angekerbt. Dann wird unter gleichzeitigem Zug und 
mit Unterstützung der Bruchstelle durch Daumendruck 
(Jurchgebrochen. Unter vielen Objektträgern gelingt 
es bei einem, eine leicht konkave und glatte Bruch- 
linie zu erzielen. Die spitzen Ecken werden abge- 
brochen. Durch die Konkavität wird verhindert, daß 
die Leukocytcn gequetscht werden. 

Der lufttrockene Ausstrich wird in einer gesättigten, 
wäßrigen Sublimatlösung 2 — 3 Minuten fixiert, dann gut 
in Wasser abgespült. 

Färbung bei Tuberkelbazillen nach Ziehl, sonst am 
besten mit Giemsalösung oder mit Karbolthionin 
(Thionin 0,25 g, i^/o Karbolsäure 100 g). 

Ablesung des Ergebnisses. 

Es werden je 100 Leukocyten mit dem darin be- 
findlichen Bakterien ausgezählt. Das Bild der Phago- 
zytose muß ein einheitliches sein. Haben z. B. viele 
Lenkocyten keine Bakterien aufgenommen, andere da- 
gegen sehr viele, dann ist Klumpenbildung in der Bak- 
terienaufschwemmung die wahrscheinliche Ursache da- 
für. Natürlich sind solche Zellen mit vielen Bakterien 
im Inneren von der Berechnung auszuschließen. Vieles 
fällt dem subjektiven Ermessen anheim, darum sollen 
vergleichende Untersuchungen vom gleichen Untersucher 
gemacht werden. Nur lange Übung in der Methodik 
führt zu gkichmäßigen Ergebnissen. Teilt man die 
Zahl der Bakterien durch 100 Leukocyten, dann erhält 
man die phagozytäre Zahl. Teilt man die Zahl, der 
in 100 Leukocyten gefundenen Bakterien bei einem 
Krankenserum durch die in gleicher Weise erhaltene 
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Zahl bei dem Serum eines normalen, so erhält man 
den opsonischen Index des Kranken. 

Ist der opsonische Index normal (1,2 — 0,8) gegen- 
über einer Bakteftenart, so ist eine Infektion mit der- 
selben unwahrscheinlich. Schottmüller und Much 
(Manch, med. Woch., 1908, Nr. 9) fanden, daß schon 
bei leichtester Infektion und schon bei Beginn einer 
Erkrankung die phagozytäre Kraft des Serums von 
der Norm abweicht. Man kann also die Bestimmung 
des opsonischen Index da vornehmen, wo die Agglu- 
tination uns im Stich läßt. 

Vergleicht man den opsonischen Index eines frischen 
Krankenserums mit dem Index des gleichen aber 
10 Min. auf 60® erhitzten Serums, so beweist eine Än- 
derung, daß es sich um das Vorhandensein normaler Opso- 
nine handelt. Tritt dagegen keine wesentliche Änderung 
auf, so sind in dem Krankenserum thermoresistente 
Immunopsonine, wie sie bei Infektion auftreten. 

Eine Vereinfachung des Verfahrens der Opsonin- 
bestimmung wurde für den klinischen Gebrauch von 
Kämmerer (Manch, med. Woch., 1908, Nr. 20) ange- 
geben. Kämmerer nimmt zwei Kapillarpipetten, deren 
Käpillarende 16 cm beträgt, und die, wie oben, nahe 
am Ende eine Marke haben. Als Leukocytenaufschwem- 
murig braucht er das Blut einer gesunden Person aus 
der Fingerbeere, und die Bazillenaufschwemmung muß 
1,5 ®/o Na citric. enthalten. Bis zur Marke wird auf- 
gesaugt, je ein Teil durch Luftblase getrennt, in Ka- 
pillare. I. : Blut, Luft, Blut, Luft, Patientenserum, Luft, 
Bakterienauf schwemmurig. IL: Blut, Luft, Blut, Luft, 
Normalserum, Luft, Bakterienaufschwemmung. 

Dann wird, wie oben beschrieben, gemischt, aufge- 
sogen, zugeschmolzen und für ^/« Stunde in den Brut- 
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schrank gestellt. Kämmerer empfiehlt Ausstriche auf 
Deckgläschen und nach der Färbung einschließen in 
Kanadabalsam. Der Hauptvorteil dieser Methode soll 
in geringer Schädigung der Leukocyten bestehen. 



H. Die Überempfindlichkeitsreaktionen. 

Leitsätze: Durch Überstehen einer Infektionskrank- 
heit oder durch Vorbehandlung mit einer körperfremden 
Substanz erwirbt der Organismus eine veränderte Re- 
aktionsfähigkeit, Allergie, die sich in einer Überempfind- 
lichkeit bei nochmaliger Einverleibung der gleichen Sub- 
stanz äußert. Dieser Überempfindlichkeitszustand tritt 
sowohl gegenüber Toxinen auf und ist dann nicht passiv 
übertragbar, als auch gegen Eiweißkörper, Anaphyllaxie. 
Letztere ist passiv übertragbar. 

Die Überempfindlichkeit ist sehr streng abgestimmt 
und kann daher verwendet werden: 

1. Zur Erkennung eines bestimmten Stoffes, dessen 
Einverleibung bei einem mit dem gleichen Stoff vor- 
behandelten Tiere charakteristische Erscheinungen aus- 
löst. 

2. Zur Erkennung ein^r stattgehabten Infektion, 
indem ein Organismus auf nochmalige Einverleibung 
des Eiweißes der gleichen Bakterienart mit Überempfind- 
lichkeitserscheinungen reagiert. 

Ausführliche Angaben finden sich in Doerr, Hand- 
buch der pathogenen Mikroorganismen. Kolle& Wasser- 
mann, 2, Auflage, II, 2. 

Für die erste Fragestellung bedient man sich der 
Überempfindlichkeit des Meerschweinchens. In be- 
sonderen Fällen kann man sich auch der Quaddelprobe 
bedienen, z. B. zum Nachweis von Pferdeeiweiß, Hühner- 
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eiweiß usw. bei Menschen, die eine angeborene^ hoch- 
gradige Über empfindlichkeit gegenüber diesen Substanzen 
besitzen. 

I. Verfahren zum Nachweis eines Eiweißes durch* 

die Überempfindlichkeit beim Meerschweinchen. 

a) Der aktive anaphylaktische Versuch. 

Das in der zu untersuchenden Probe vermutete Ei- 
weiß wird in gelöster Form einem Meerschweinchen von 
200 — 250 g Gewicht parenteral einverleibt* Vermutet 
man z. B, Pferdeeiweiß, dann wird man Pferdeserum 
zur Einspritzung nehmen. Die Einspritzung erfolgt 
unter die Haut oder in die Bauchhöhle. Die Menge, 
die nötig ist, das Tier zu „sensibilisieren", ist klein. 
Von Serum höchstens 0,01 — 0,1 ccm, eher nimmt man 
weniger. Nach 9 — 10 Tagen wird zur Einspritzung des 
zu untersuchenden Stoffes geschritten, der ebenfalls in 
Lösung gebracht werden muß. Von diesen wird eine 
große Dosis etwa 0,5 cem der möglichst starken Lösung 
intrakardial eingespritzt. (Technik, Seite 12.) 

Ist das Eiweiß der Vorbehandlung mit dem der 2. Ein- 
spritzung identisch, dann erfolgt der Tod des Tieres 
binnen wenigen Minuten unter Krämpfen. Der Sektions- 
befund zeigt unter anderen einen maximal erweiterten 
Brustkorb mit starr geblähten Lungen. Liegt die Dose 
der zweiten Einspritzung unterhalb der tödlichen, dann 
tritt als hauptsächlichste Erscheinung eine Temperatut- 
senkung ein ; rektal, mit ventillosem, empfindlichem Ther- 
mometer zu messen. Werden bei der zweiten geringere 
Mengen benutzt, dann tritt Temperaturerhöhung auf. 
Erfolgt die zweite Einspritzung unter die Haut, kann 
es zum Auftreten von Ödemen und sogar zu Nekrose 
kommen. 
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b) Der passive, anaphylaktische Versuch. 
Der gegen das betreffende Eiweiß gerichtete Anti- 
körper wird durch Immunisierung von Kaninchen ge- 
wonnen. Am ersten, vierten und siebenten Tage je 
•2ccm intravenös eingespritzt; 13— 14 Tage später Ader- 
laß. Dieses Kaninchenimmunserum ist haltbar und wird 
je nach Bedarf 24 Stunden vorher der Bauchhöhle eines 
Meerschweinchens in einer Menge von i ccm einverleibt. 
Dann wird wie bei a) eine Lösung des zu untersuchenden 
Stoffes intrakardial eingespritzt. 

IL Die Erkennung einer Infektion durch die 

Überempfindlichkeit geschieht durch parente-^ 

rale Einverleibung des betreffenden Erregers 

in dem infizierten Organismus. 

Als Antigen dienen: 

1. Abgetötete Erreger. 

2. Extrakte aus den Erregern, bez. Kulturfiltrate. 

3. Partialantigene. 

Die Partialantigene werden nach einem patentierten 
Verfahren von Deycke u. Much folgendermaßen her- 
gestellt: Die Bakterien werden bei 55^ längere Zeit 
hindurch in einer 5^/0 Karbolköchsalzlösung gehalten, 
die I ®/o Milchsäure enthält. Dann wird die Flüssigkeit 
(Partigen L) von dem Rückstand (Partigen R) getrennt. 
L enthält die löslichen Giftstoffe und Eiweißabbaustoffe, 
gibt daher eine positive Ninhydrinreaktion. Es wird 
in Verdünnungen angewandt, die eine vorherige Neu- 
tralisierung der Säure überflüssig macht. Bei der Neu- 
tralisierung fallen oft wichtige Substanzen in Flocken 
aus. R enthält die Gesamtheit der anderen Partigene 
und kann entweder als solches verwendet werden, oder 
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auch weiter zerlegt werden in ein Eiweißpartigen A, 
in ein Partigen, das Fettsäuren und Lipoide enthält, 
Partigen F, und schließlich in Partigen N, das die Neu- 
tralfette enthält. 

Über die Technik der Aufschließung siehe bei Leschke, 
„Beitrag zur Klinik der Inf. Krankh." 1911 und über 
die Gesetze der Partialantigene bei Much „Die Partigen- 
gesetze und ihre allgemeine Gültigkeit", K. Kabitzsch, 
Leipzig 1920. 

Die Partialantigene kommen bei Tuberkulose in Ver- 
wendung, sind aber im Prinzip bei allen Erregern an- 
wendbar. Ihre Anwendung erlaubt eine weitaus feinere 
Diagnosenstellung, besonders im Hinblick auf das thera- 
peutische Handeln. 

Die bakteriellen Antigene werden nicht wie beim 
oben besprochenen, anaphylaktischen Versuch intra- 
kardial gegeben, sondern auf, in oder unter die Haut, 
wobei abgestimmte Reaktionen noch bei Verwendung 
sehr großer Verdünnungen auftreten. ' 

Dieses Verfahren ist bei allen Infektionskrankheiten 
anwendbar, deren Erreger wir in Reinkultur haben. 
Es ist am meisten bei Tuberkulose angewandt in fol- 
gender Weise: 

I. Alttuberkulin Koch, das auf ^/lo Volumen durch 
Kochen eingeengte Filtrat 4 — 6 Wochen alter 5^/0 Gly- 
zerinbouillon-Reinkulturen von Tuberkelbazillen, wird 
in Verdünnungen unter die Haut eingespritzt. Wenn 
kein Fieber besteht, beginnt man mit ^/2mg. Tritt kein 
Fieber auf (0,5^ ist positive Reaktion), steigt man auf 
5 — 10 mg. Bei diesem Vorgehen unterscheidet man 
lokale Stichreaktion, Allgemeinreaktion (Fieber) und 
Herdr^aktion (Aufflackern des tuberkulösen Prozesses). 
Es gibt eine große Reihe anderer Tuberkulinpräparate, 
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z. B. Perlsuchttuberkulin zur Diagnose der Rindertuber- 
kulose. 

2. Hautprobe von Rrquet. Mit einem Hautbohrer 
werden oberflächliche Epithelabschabungen auf der Haut 
gemacht. In einer wird Karbolkochsalzlösung und in 
den anderen Alttuberkulin- Kochsalzlösung verrieben. 
Bildung einer Papel in positiven Fällen in etwa i bis 
2 Tagen. 

3. Nach Wolff-Eisner wird von einer i^/o (Zitron) 
frisch hergestellten Tuberkulin Verdünnung ein Tropfen 
in die untere Bindehautfalte eines Auges gebracht. 
Das andere Auge dient zur Kontrolle beim Vergleich 
mit der mehr oder weniger schweren Konjunktivitis, 
die in positiven Fällen auftritt. Ophthalmoreaktion. 

4. Moro und Doganoff stellen die Reaktion mit 
einer 50^/0 Tuberkulinlanolinsalbe an derart, daß ein 
etwa erbsengroßes Stück auf 25*^ erwärmte Salbe auf 
eine kleine Stelle der Bauchhaut eine Minute lang ver- 
rieben wird. In positiven Fällen Auftreten von Knöt- 
chen und Papeln nach Art des Liehen scrophulosorum. 

5. Intrakutanreaktion (Quaddelprobe), Mantoux und 
Mendel, EUermann und Erlandsen. 

Von abgestuften Mengen von Alttuberkulin Höchst 
1 : 5000, 1 : 10 000, 1 : 50000, i : 100 000 wird je 0,1 ccm 
in die straffgespannte Haut des Oberarms oder Ober- 
schenkels mit sehr feiner Platiniridiumkanüle eingespritzt, 
so daß eine kleine weiße Quaddel entsteht. 

Anstatt Alttuberkulin haben Deyke und Much für die 
Quaddelprobe die Partialantigene des Tuberkelbazillus 
eingeführt. Die Partigene sind ebenso wie die zugehö- 
rigen Spritzen und Nadeln, gleichzeitig mit ausführ- 
licher Angabe der Technik von Kalle & Co., Biebrich 
a. Rhein, zu beziehen. Die Mittelwerte für die Quaddel- 
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probe sind für R=A i :io Millionen, F i : loooo, N i zu 
looo. L wird nur in Ausnahmefällen herangezogen; 
Ausführliches in Much: „Die Partigengesetze usw.", 
K. Kabitzsch, Leipzig 1920. 

Die Überempfindlichkeitsreaktion zur Erkennung 
anderer Infektionskrankheiten beruht auf gleichen Prin- 
zipien. 

a) Trichophytinprobe bei Pilzkrankheiten. 

b) Sporotrichinprobe bei Sporotrichose. 

c) Malleinprobe bei Rotz wird unter die Haut ge- 
spritzt oder als Quaddelprobe und Ophthalmoreaktion 
angewendet. Bei rotzkranken Tieren kommt es zu 
Fieber und örtlicher Reaktion. 

d) Luetinprobe bei Syphilis. Nach Noguchi wird 
0,05 ccm Luetin-Extrakt aus Kulturen des Spir. pall. 
als Quaddel in die Haut des Oberarms eingespritzt. 
Bei Lues deutliche Reaktion vom dritten Tage ab. Es 
bildet sich eine Papel, aus der sich auch eine Pustel 
entwickeln kann. Luetinreaktion ist besonders im Ter- 
tiärstadium positiv. 



I. Das Verfahren von Abderhalden zum Nachweis 
von Abwehrfermenten. 

Leitsätze: Jeder blutfremde Stoff; der parenteral 
einverleibt wird, und nicht einfach in den Darm und 
durch die Nieren ausgeschieden werden kann, macht 
den Organismus allergisch (vgl. Überempfindlichkeit). 
Der Organismus wird gezwungen, die blutfremden Stoffe 
abzubauen. Dies soll nach Abderhalden durch Abwehr- 
fermente geschehen. Der Nachweis von Abwehrfer- 
menten gestattet demnach, den Schluß zu ziehen, daß 
blutfremde Stoffe im Blut kreisen, und kann also zur 



Digitized by 



Google 



vorhanden sind. Da dies bei vielen Krankheiten zu- 
trifft, so kann man hieraus die Krankheit als solche 
erkennen; z. B. Abbau von Strumagewebe bei Base- 
dow; von Hirn, Hoden bez. Orarien bei Dementia 
praecox; von Hirn bei Paralyse; von Krebs bez. Sar- 
komgewebe bei bösartigen Geschwülsten; von Plazenta 
bei Gravidität; von Erregereiweiß (Partialantigene) bei 
Infektionskrankheiten. 

Der Nachweis geschieht durch verschiedene Ver- 
fahren, deren Technik schwierig ist. Ausführliches 
über Technik siehe Abderhalden : „Abwehrfermente des 
tierischen Organismus" III. Auflage, 1913. Springer, 
Berlin. 

I. Das Dialysierverfahren. 

Prinzip. In einer Dialysierhülse, die nur für Eiweiß- 
abbauprodukte, nicht für Eiweiß durchlässig ist, wird 
bekanntes Eiweiß, z. B. Plazentaeiweiß mit Serum der 
zu untersuchenden, z. B. auf Schwangerschaft verdäch- 
tigen Person zusammengebracht. Erfolgt Abbau, so 
finden sich in dem die Hülse umgebenden Dialysierwasser 
Eiweißabbauprodukte, die auf chemischem Wegie nach- 
weisbar sind. 

a) Prüfung der Dialysierhülsen. 

Man benutzt Pergamenthülsen der Firma Schleicher 
& Schüll, Düren, oder der Firma Schöps, Halle a. d. 
Saale. Letztere sind bereits geprüft, bedürfen aber 
trotzdem erneuter Prüfung. 

I. Prüfung auf Undurchlässigkeit für Eiweiß. F. Pregl, 
Fermentforschung, Bd. I, 1914, p. 7 — 12, empfiehlt 
Ersatz der Pergamenthülsen durch jedesmal selbst- 
hergestellte Kollodiummembranen. 
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Mit Pipette, die die Hülse nicht berühren darf, 
wird 2,5 ccm Blutserum in eine vorher ^k Stunde in 
kaltem Wasser aufgeweichte Hülse getan. Das An- 
fassen der Hülsen hat tunlichst mit Pipetten, nicht mit 
den Fingern zu geschehen. Dann werden die Hülsen 
in kleine weithalsige Erlenmeyer-Kölbchen getan, die 
20 ccm aqua dest. enthalten. Hülseninhalt und Außen- 
flüssigkeit werden 5 mm hoch mit Toluol über schiebt et. 
Nach 16 Stunden Brutschrankaufenthalt werden 10 ccm 
der Außenflüssigkeit (Dialyäat) mit reiner Pipette in 
ein Reagenzglas gebracht. Damit wird nun die Biuret- 
probe angestellt. Etwas Toluol schadet nichts. Man 
gibt zu der Probe im Reagenzglas 2,5 ccm 33^/0 NaOH. 
Umschütteln ! Nicht mit Finger Röhrchen verschließen. 
Auftretende Trübung stört nicht ! Dann mit i ccm 
1 : 500 verdünnter wäßriger Kupfersulphatlösung vor- 
sichtig überschichten. Die geringste Spur einer Violett- 
bis Rosafärbung an der Grenzschicht beweist Durch- 
lässigkeit der Hülse für Eiweiß. 

2. Prüfung der Dialysierhülsen auf gleichmäßige 
Durchlässigkeit für Eiweißabbauprodukte. 

Die bei i. gut befundenen Hülsen werden in flie- 
ßendem Wasser gründlich gereinigt, dann 15 Minuten 
gekocht. Langes Kochen macht die Hülsen leicht zu 
dicht. Nun wird wie bei i. verfahren, nur wird statt 
Serum 2,5 ccm einer i^/oigen Lösung von Seidenpepton 
der Firma Höchst genommen. Reichliche Überschich- 
tung mit Toluol, da das Dialysat nicht eindunsten darf. 
Nach 16 Stunden Brutschrankaufenthalt wird die Nin- 
hydrinprobe^) mit dem toluolfreien Dialysat ange- 



*) Reaktion von Triketohydrindenhydrat mit Aminogruppen 
in a-Stellung zum Karboxyl unter Blaufärbung. 
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stellt. Mit oben verschlossen gehaltener Pipette durch 
die Toluolschicht hindurchgehen. o,i Ninhydrinpidver 
wird in loccm aqua dest. unter Erwärmen (Brutschrank) 
zur Lösung gebracht. Vor Licht geschätzt ist die 
Lrösung begrenzt haltbar. Davon wird genau( !) 0,2 ccm 
zu 10 ccm Dialysat gebracht, und dann wird genaii 
eine Minute lang intensiv gekocht unter Zuhilfenahme 
eines Siedestäbchens, das vorher mit aqua dest. gekocht 
und gut bei 60® getrocknet wurde. Nach V« Stunde 
Warten wird der Farbton abgelesen. Nur diejenigen 
Hülsen, bei denen eine gleiche Farbenintensität des 
Dialysates vorlag, werden weiter benutzt. Die Hülsen 
werden gründlich ausgespült, 30 Sekunden lang gekocht 
und in sterilem aqua dest. unter Toluolüberschichtung 
aufbewahrt. 

b) Darstellung des OrganeiweiBes. 
Möglichst frische normale Organe werden zerklei- 
nert und zunächst mechanisch, dann durch langes 
Spülen im Wasser unter zeitweiligem Ausdrücken von 
den letzten Resten Blut befreit, Spektroskop. Unter- 
suchung. Das blutfreie Gewebe wird dann in die 
100 fache Menge kochenden destillierten Wassers ge- 
geben, dem man ca. fünf Tropfen Eisessig auf ein 
Liter Wasser zugefügt hat. Nach zehn Minuten Kochen 
wird gründlich in aqua dest. gewaschen, dann wieder 
in neuem Wasser, diesmal ohne Essigsäure gekocht 
und sofort, hintereinander sechsmal. Um jedesmal 
die letzten Reste Kochwassers zu entfernen, wird 
zweckmäßig zentrifugiert. Nach der sechsten Aus- 
kochung wird nochmals nur mit der fünffachen Was- 
sermenge gekocht, dann wird 5 ccm des durch gehär- 
tetes Papier filtrierten Kochwassers mit i ccm der 
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i**/oigen Ninhydrinlösung versetzt. Ist nach einer hal- 
ben Stunde nach dem oben, füi; die Ninhydrinprobe 
beschriebenen Kochen noch eine Spur Violettfärbung 
zu erkennen, wird das letztgenannte Verfahren solange 
wiederholt, bis keine Spur von Violettfärbung mehr 
auftritt. Die Organstücke werden nun im Eisschrank 
in brauner sterilisierter Flasche in sterilem aqua dest. 
aufbewahrt, das mit reichlichem. Chloroform unter- und 
mit reichlichem Toluol überschichtet wird. 

c) Gewinnung des Blutserums. 
Das Blut wird be Zimmertemperatur stehenge- 
lassen. Nach 5 — 6 Stunden ist entweder genügend 
Serum da, oder es wird zentrifugiert. Das klare Serum 
wird so lange zentrifugiert, als sicfi noch ein Belag 
am Boden des Röhrchens bildet. Es muß absolut frei 
von Blutzellen und Hämoglobin sein. Spektroskop. 

Ausführung des Dialysierverfahrens. 
Durchweg steriles Arbeiten nötig. Pinzetten! Vor 
dem Versuch wird das Organ nochmals geprüft, und 
zwar in dem zerkleinerten Zustande, in dem es in der 
Probe angewandt werden soll. Dann gibt man in die 
geprüften Dialysierhülsen, die man in leere, trockene, 
weithalsige Erlenmeyer-Kölbchen gestellt hat, je ca. 
o,Sg des Organs, das vorher auf Filtrierpapier scharf 
ausgepreßt wurde. Nun kommt in jede Dialysierhülse 
I — i,5ccm Serum, in eine Hülse nur Serum allein, 
ohne Organ. Die Hülsen werden äußerlich mit dest. 
Wasser abgespült und dann in Erlenmeyer-Kölbchen 
gesetzt, die 20 ccm steriles aqua dest. enthalten. Zum 
Schluß Toluol auf die Innen- und Außenflüssigkeit. 
Aufenthalt bei 37® von 16 Stunden. Dann Entfernung 
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der Hülsen und Abnahme von loccm toluolfreies 
Dialysat. Anstellung der Ninhydrinprobe in gleich 
weiten Reagenzröhrchen unter möglichst genau gleichem 
Kochen der einzelnen Röhrchen. Ablesung des Resul- 
tates nicht bei künstlicher Beleuchtung. Vergleich der 
Farbenintensitjlt mit der Serumkontrolle. Für die 
zahlreichen möglichen Fehlerquellen sei auf das oben- 
erwähnte Buch von Abderhalden verwiesen. 

IL Das optische Verfahren. 
Prinzip: Man läßt die Fermente des Serums auf 
hochmolekulare Peptone einwirken, die aus dem be- 
treffenden Eiweiß hergestellt werden, und bestimmt 
durch einen Polarisationsapparat die Drehungsänderung, 
die das Licht durch das Serum -f- Peptongemisch im 
Laufe der Zeit erleidet. 

Darstellung der Peptone aus Organen 
ist schwierig. Für die Technik siehe Abderhalden : „Ab- 
wehrfermente des tierischen Organismus" oder „Hand- 
buch der biochem. Arbeitsmethoden", 1912, Bd. 6, S. 223. 

Ausführung der optischen Methode. 
Man mischt 1,5 ccm des absolut hämoglobinfreien 
und keine Formelemente enthaltenden Blutserums mit 
1,5 ccm einer 5 — lo^/o Peptonlösung aus dem betreffen- 
den Organe oder Bakterien (Partialantigen L), gießt 
das Gemisch in ein ,2 ccm fassendes Polarisationsrohr 
und bestimmt das Drehungsvermögen, nachdem das 
Rohr die Temperatur von 37® angenommen hat. Die 
Ablesungen werden in bestimmten Zeitabschnitten wie- 
derholt. Im ganzen dehnt man die Reaktion bis zu 
48 Stunden aus. Bei Drehungsänderung . von 0,5® und 
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mehr wird Spaltung angenommen. Das Verfahren hat 
zwar weniger Fehlerquellen, ist aber durch die schwierige 
Darstellung der Peptone und dem teuren Polarisations- 
apparat beschränkt. 

III. Die interferometrische Methode. 
Kommt es in einem Serumorgangemisch zum Ab- 
bau des Organeiweißes, dann gelangen lösliche Peptone 
in das Serum und bewirken dadurch eine Erhöhung 
der Konzentration im Vergleich zu normalem Serum. 
Dijeser Konzentrationsunterschied wird mit Hilfe des 
von F. Löwe konstruierten Zeißschen Flüssigkeitsinter- 
ferometers gemessen. Man mißt das Wandern von In- 
terferenzstreifen, welche die verschiedene Lichtbrechung 
in der zu untersuchenden Probe und in einer Vergleichs- 
probe hervorruft. Die Art des Apparates schließt sub- 
jektive Beobachtungsfehler aus. Auf die Organzube- 
reitung muß die denkbar größte Sorgfalt angewandt 
werden. Es muß fein zerteilt, trocken und frei von 
löslichen Bestandteilen sein. Mit dem Interferometer 
lassen sich noch 0,02 mg Pepton feststellen. Die Inter- 
ferenzerscheinungen lassen sich photographisch wieder- 
geben. — Einzelheiten der Technik finden sich in „Fer- 
mentstudien" P. Hirsch, Jena, G. Fischer 1917. 



K. Bestimmung der antitryptischen Kraft 
des Blutes. 

Bei Krankheiten, die mit gesteigertem Eiweißzerfall 
einhergehen (90^/0 Karzinomkranker), hat das Serum 
eine gegen die Norm vermehrte Fähigkeit, die ver- 
dauende Wirkung von Trypsin zu hemmen. Der Grad 
der Hemmung wird auf verschiedene Weise gemessen. 

Schmidt, pie Technik. 10 
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I. Methode von Marcus (Berl. klin. Wochi 1908, Nr. 14 
und 1919, Nr. 4) bedient sich des Verfahrens von 
Müller und Jochmann (Münch. med. Woch. 1906, 
Nr. 29 und Nr. 31). 

Als Trypsinlösung dient ein Filtrat einer gut durch- 
geschüttelten und eine halbe Stunde bei 55® gehaltenen 
Mischung von 0,1 g Trypsin (Kahlbaum) mit 5 ccm 
aqua dest. Mit dieser Trypsinlösung und frischem 
Serum werden in Blockschälchen folgende Mischungen 
angesetzt : 

Tropfen Serum 2111111111 i 
Tr. Trypsinlösung i 123456789 10 
Man kann auch Ösen nehmen und in hohlen Objekt- 
trägern mischen. Von jeder Mischung werden 6 bis 
8 Ösen getreimt auf eine Loefflersche Serumplatte ge- 
bracht« 

Herstellung der Serumplatte : 3 Teile steriles Hammel- 
serum und I Teil leicht alkalischer Bouillon, die i^/o 
Pepton, i^/o Traubenzucker und 0,5^/0 NaCl-Lösung 
enthält, wird in sterile Petrischalen umgegossen und bei 
ca. 95® erstarren gelassen. Vor dem Gebrauch muß das 
Kondenswasser verdunstet sein. 

Die Platten werden niach 5 Stunden Brutschrank- 
aufenthalt (37^) besichtigt. Wo das Trypsin nicht durch 
das Serum gehemmt war, findet sich Dellenbildung auf 
der Platte. Je mehr Trypsin zur Dellenbildung nötig 
war, je größer ist die antitryptische Kraft des Serums. 

II. Methode von Bergmann und Meyer (Berl. klin. 
Woch. 1908, Nr. 37 und Nr. 45) bedient sich der 
Methode von G. Groß (Arch. f exp. Path. u. Pharm. 
1906, 58, 157). 

0,5 g Trypsin sicc. Grübler werden in 50 ccm physiol. 
NaCl- Lösung aufgefüllt. Diese Trypsinlösung wird 
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gegenüber Kaseinlösung ausgewertet. Letztere wird 
gewonnen durch Lösung von i g reines Kasein in 
looccm n : lo NaOH-Lösung unter leichtem Erwärmen. 
Dann wird mit n:io HCl gegen Lackmus neutralisiert 
und mit NaCl-Lösung auf 500 ccm aufgefüllt. 

In einer Reihe von Röhrchen setzt man zu je 2 ccm 
Kaseinlösung 1,0, 0,9, 0,8 usw. bis 0,2 ccm Trypsin- 
lösung. Nach Durchschütteln und einer halben Stunde 
Brutschrankaufenthalt wird tröpfenweise mit Essigsäure- 
lösung (5 ccm Essigsäure + 45 ccm 96^/0 Alkohol -f- 50 ccm 
aqua dest.) angesäuert, wobei Trübungen auftreten. Das 
erste klarbleibende Röhrchen gibt den Trypsintiter für 
die Antitrypsinbestimmung : 

In einer Reihe von 6 Röhrchen kommen 2 ccm 
Kaseinlösung, 0,2 ccm i :20 verdünntes Serum (aktiv) 
= 0,01 ccm Serum und um je 0,1 ccm steigende Mengen 
der Trypsinlosung vom Titer beginnend. Nach Auf- 
füllen auf gleiches Volumen : Brutschrankaufenthalt von 
einer halben Stunde. Dann wird durch Ansäuern wie 
oben, festgestellt, in welchem Röhrchen zuerst keine 
Trübung auftritt, z. B. Trypsintiter o>s ; erstes klares 
Röhrchen bei 1,8 ccm Trypsinlosung. Mithin hatte 0,01 
Serum 1,8—0,5 =1,3 ccm Trypsinlosung gehemmt. Also 
I ccm Serum würde 130 ccm Trypsinlosung hemmen. 
Nach Fürst (Bcrl. klin. Woch. 1909, Nr. 2) schreibt man 

L. Physikalisch-chemische Ufitersuchungen. 

I. Die Bestimmung der Oberflächenspannung. 

Zum Messen der Oberflächenspannung verschiedener 

Sera gegenüber Luft dient der Stalagmometer von 

J. Traube. (Mit Gebrauchsanweisung und lit. Angaben 

10* 
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zu beziehen von C. Gerhardt, Bonn.) Derselbe ge- 
stattet ein bequemes Vergleichen der Anzahl der Tropfen, 
die unter gleichen Bedingungen ein gleiches Volumen 
verschiedener Sera liefert, mit der Tropfenzahl des- 
selben Volumen Wasser. Die Tropfengröße dient da- 
bei als relatives Maß für die Größe der Oberflächen- 
spannung. Eine Bestimmung der Konstante der Ober- 
flächenspannung in absolutem Maß erübrigt sich. Der 
Apparat gestattet noch, Bruchteile eines Tropfens mit 
Sicherheit zu bestimmen. Für eine Bestimmung der 
Oberflächenspannung mit Stalagmometer bedarf es etwa 
7 ccm Serum. Für kleinere Mengen Serum bedient man 
sich besser des Vikostagonometers ; siehe weiter unten» 
Da verschiedene Stalagmometer verschiedene Tropfen- 
zahlen für Wasser haben, rechnet man besser das Er- 
gebnis um für einen Idealstalagmometer, der loo Tropfen 
gibt. Es würde dann die gesuchte Tropfenzahl 

T = i^.T 

•*• W 

wenn man mit T^ die Tropfenzahl für Wasser und mit 
Tg die für Serum bei dem benutzten Stalagmometer 
bezeichnet. Vermehrung der Tropfenzahl bedeutet 
Abnahme der Oberflächenspannung. (Lit. J. Traube, 
Pflügers Arch. f. Physiol. 1904, 115, 541. Biochem. 
Zeitschr. 1908, Nr. 10, S. 374.) 

Der Vikostagonometer von J. Traube (C. Gerhardt, 
Bonn), Biochem. Zeitschr. 1912, Nr. 42, S. 500, beruht 
auf gleichen Prinzipien. Er gestattet mit sehr geringen 
Flüssigkeitsmengen die Oberflächenspannung zu messen 
durch Bestimmung der Teilstriche, die zu einem Tropfen 
gehören. Man mißt die Teilstriche von mehreren Tropfen 
und teilt durch die Anzahl derselben. 
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Ferner g^bt die Gesamtausflußzeit der 50 cm langen 
Röhre ein Maß für die relative Zähigkeit im Vergleich 
mit Wasser. Die Zähigkeit ist sehr von der Temperatur 
abhängig. Die Oberflächenspannung nur wenig. Beide 
Apparate sind peinlichst sauber zu halten, nach jedem 
Gebrauch mit aqua dest. durchzuspülen (Wasserstrahl- 
luftpumpe). Ein Berühren der Abtropffläche mit dem 
Finger ist tunlichst zu vermeiden. Reinigen der Ab- 
tropffläche mit heißem Kaliumbichromat und Schwefel- 
säure bei sofortigem Nachspülen mit Wasser. 

II. Die Meiostagminreaktion von AscoH. 

Zur Diagnose des Karzinom. 

(Münch. med. Woch» 19 10, Nr. 2, 4, 8, 16, 18.) 

Prinzip. Wird der Auszug eines Karzinoms mit 
dem Serum eines Krebskranken gemischt, so nimmt 
die Oberflächenspannung des Gemisches ab, im Ver- 
gleich zu der Mischung von Auszug mit Normalserum. 

Herstellung des Extraktes. Als Material dienen 
entweder nicht degenerierte Teile eines Karzinoms oder 
Rinderpankreas. Nach Zerkleinerung und Trocknung 
wird das Material zu einem feinen Pulver zerrieben 
uiid dann im Verhältnis i : 4 mit Methylalkohol 24 Stun- 
den bei 50® extrahiert, dann wird noch heiß durch ge- 
härtete Filter (Schleicher und SchüU, Nr. 590) filtriert. 
Nach dem Erkalten wird nochmals filtriert und der Aus- 
zug vor Licht geschützt bei Zimmertemperatur aufbe- 
wahrt. Haltbarer als diese Extrakte sind künstliche 
Gemische. Bewährt haben sich nach Izar (Wien. klin. 
Woch. 191 2, Nr. 33) Emulsionen von Myristilsäure- 
Gelatine und Mischungen von Rizinol-Linolsäure ; nach 
Ferrari und Urizio (Wien. klin. Woch. 191 3, Nr. 16' 
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eine i ®/o Lösung von Ovo^Lezithin (Merck) in Amyl- 
alkohol oder nach Luger und Köhler (ebenda Nr. 29) 
in Azeton. Die Gebrauchsmenge wird mit trockener 
Pipette . entnommen. Zur Verdünnung dient reines 
aqua dest. 

Titrierung des Extraktes. Je i ccm von Ex- 
traktverdünnungen 1 : 50, 1 : 75, i : 100, i : 125, i : 150 
usw. werden zu je 9 ccm eines i : 20 mit 0,85^/0 NaCl- 
Lösung verd. Normalserum gegeben. Als Kontrolle 
dient eine Mischung von i ccm aqua dest. zu 9 ccm 
der Serumverdünnung. Nach einem Brutschrankaufent- 
halt von 2 Stunden wird die Tropfenzahl der Gemische 
bestimmt. 

Als Gebrauchsdosis für den Hauptversuch gilt die- 
jenige Extraktverdünnung, bei der die Tropfenzahl um 
etwa 3 — 5 Teilstriche (i Teilstrich etwa ^/ao Tropfen) 
größer ausfiel, wie die der Kontrolle. 

Hauptversuch: Zunächst wird die Tropfenzahl der 
Serumverdünnung sofort und nach zwei Stunden bei 37® 
festgestellt. Dann wird mit dem Extrakt in der Ge- 
brauchsdosis die Mischung wie oben gemacht und 
nach zwei Stunden bei 37® die Tropfenzahl desselben fest- 
gestellt. Vor der Messung müssen sich die Röhrchen 
auf Zimmertemperatur abgekühlt haben. Man unter- 
sucht in gleicher Weise das Krankenserum wie auch 
ein Normalserum. Das Ergebnis wird um so sicherer 
sein, je mehr Sera von Krebskranken und von Ge- 
sunden einbezogen werden. Eine Vermehrung der 
Tropfenzahl um einen Tropfen gilt als positiver Ausfall 
der Reaktion. 

Neuerdings empfehlen Ascoli und Izar zu i ccm 
zehnfach verdünnten Serums minimale Mengen eines 
Gemisches höherer Fettsäuren, Rizinol-Linolsäure oder 
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Myristilsäure (0,01 ccm einer 5*/o Lösung) zuzusetzen 
und das Gemisch auf 50*^ zu erhitzen. (Lit. bei Rosen- 
berg, Deutsch, med. Woch. 1913, Nr. 20.) 

Seradiagpose der Tuberkulose mit Stalagmometer 
nach Izar (Münch. med. Woch. 1910, Nr. 16). 

III. Bestimmung der Alkalität und Azidität von 

Serum nach dem Verfahren von J. Traube, 
(Internat. Zeitschr. f. physik.-chem. Biologie, 1014, I, 398, 479.) 
Setzt man zu einer wäßrigen Lösung eines Alkaloid- 
Salzes geringe Mengen Alkali, so wird das Alkaloid als 
schwächere Base in Freiheit gesetzt, imd es tritt eine Ober- 
flächenspannungsverminderung durch das Alkaloid ein, 
die mit Hilfe des Stalagmometers gemessen werden kann. 
Set?t man zu dem an und für sich die Oberflächen- 
spannung nicht beeinflussenden, d. h. kapillar-inaktiven 
Salze einer kapillar-aktiven schwachen Säure, eine 
stärkere kapillar-inaktive Säure zu, so wird die kapillar- 
aktive schwache Säure in Freiheit gesetzt und er- 
niedrigt die Oberflächenspannung. 

Alkalitätsbestimmurig. 
Je 10 ccm einer stets frisch zu bereitenden o,2*^/digeh 
Lösung von Chininchlorhydrat wird mit 0,2 ccm des zu 
untersuchenden Serums vermischt. Zum Vergleich der 
Tropfenzahl mit der einer Lösung von bekannter Al- 
kalität dient folgende Tabelle nach Traube: 

Stjüasm. 

j Tropfenzahl 

Wasser 49,9 

o.a % Löauitg von Chinmchlorhydr«t — ........... 50,3 

xo ccm ,. -}~ o»2 ccm 0,038 n KOH-Lösung 56,2 

+ 0,2 ccm 0,038 n KOH-Lösung: 57,5 

-}- 0,2 ccm 0.047 n.lQOH-Lösungf 59»$5 

4- 0.2 ccm 0,057 ^ KOH-Lösimgf 61,25 

-f" ° 2 ccm 0,076 n KOH-Lösung 62,5 



10 ccm 
I xo ccm 
.10 ccm 

10 com 
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Aziditätsbestimmung. 
5 ccm einer frisch zu bereitenden 2^/0 igen Lösung von 
Natriumisovalerianat werden mit 0,2 ccm Serum ver- 
setzt. Prüfung im Viskostagonometer. Zum Vergleich 
dient folgende Tabelle: 

Teilstriche 
pro Tropfen 

Wasser 124 

5 ccm 2^/o Natr.-Isovalerianat + 0,2 ccm i n HaSOi 88,3 
5 ccm 2 •/o „ „ -|-o>2ccm 0,5 n HaSOi 101,3 

5ccm2®/o „ „ + 0,2 ccm 0,25 nHaSOi 108,3 

5ccm2^/o „ „ +0,2 ccm 0,1 nH2SO« 115,0 

Für die Bestimmung der Wasserstoflfionenkonzen- 
tration im Serum und anderen Flüssigkeiten durch die 
Gaskettenmethode oder durch die Indikatorenmethode 
sei auf das Buch verwiesen : L. Michaelis „Die Wasser- 
stoflFionenkonzentration", 1914, Berlin, J. Springer. 

IV. Epiphaninreaktion. 
(Weichardt, Münch. med. Woch., 191 1, Nr. 31.) 

Prinzip, i ccm — H2SO4 wird mit 3 ccm einer ge- 
sättigten Bar3rtwasserlösung versetzt, der kurz vorher 
auf 9 Teile i Teil i ^/o Strontiumchloridlösung als Ka- 
talysator zugesetzt wird. Setzt man dazu 0,1 ccm einer 
I ^/o alkoholischen Phenolphtaleinlösung, so wird die 
Mischung je nach der Einstellung der beiden Lösungen 
aufeinander entweder farblos bleiben oder rot werden. 
Mit n : 100 Säure oder Lauge kann bis zum Umschlag 
titriert werden. Findet in einem solchen Gemisch eine 
Antikörper-Antigenreaktion bei sehr stark verdünnten 
Eiweißlösungen statt, dann wirkt diese im Sinne einer 
verminderten Säureadsorption, so daß in dem Gemisch 
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durch das Baryt weniger Säure gebunden ist. Der 
Unterschied zur Kontrolle läßt sich durch Titration 
feststellen. 

In Anbetracht der außerordentlichen Empfindlich- 
keit der Probe sind die Fehlerquellen sehr groß, und 
trotzdem daraufhin die Orginaltechnik, die von Stötter 
(Zeitschr. f. Imm.-Forsch., Bd. 11, 751) angegeben wurde, 
mannigfach geändert wurde, blieb der Ausfall der Re- 
aktion innerhalb der Fehlerquellen, so daß die Reaktion 
nicht die Anforderungen an eine brauchbare Methode 
erfüllt. (Lit. KoUe -Wassermanns Handbuch, 2. Aufl., 
III, S. 132.) 
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Verlag van Cart Kabltuch In Leiptig. IXrritMtfasM M. 
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Die pathologische Biologie (Immunltäts« 

WlSSenSCaai^l» loyuclieit HeU- and Brlt«iiiitiil>- 

Yorfalireii /ttr Arzte und Studierende. Von Prof. Dr. Hans 

■ncli» Oberftrit am Eppendorfor Krankenhant. Dritte Tftllig vm- 

r earbeitete Auflage. 823 S. mit 6 Tafeln and 7 Abbildongen im 

Text. 1910. M. 88.—, geb. M. 45.—. 

Klmrg Form, Bündi^ktti, Geuau^keii und ^hu gostmdt Kritik $i$td 

dtt Vn-tüge äet Buckn, nack dessen Lektüre man au dem Brgebnit hemmt,' 

Ich ttabß dtüTtLUS gelernt und mich dabei geü'euU 
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Beitrage zur Lungentuberkulose Im Kln« 

HAcisilf ni* ^* ^i® kindliche Langentaberknlose Im Rönt- 
UtggMlll>t9r> ^qdii^. Von Dr. Kori Klmre, leitender Arst 
der KinderheiUtätte Scheidegg. II. Die Pnenmotboraztherapie der 
kindlichen Ltingentnberkniote. Von Dr. Harm«» Ldter det 
ttiidt. Lttngentpital« in Mannheim. 180 Seiten mit 79 Rdntgenbildem. 
1990. M. SO.-. 

Zeitaehrift tär Tuberkulose : Verwiegend sind tcAwere ßSiUe 

autgewählt und ihrer hlinisehen Stellw^ naeh gehennseiehttet. Dms üt 

sehr lehrreich, inshesendere für den Anfönger, 

Die gahngrztllchen Prttfungsaufgaben« 

Gepamte Anatomia für ZaluittrBte. In Vorträgen bearbeitet 
von Dr. M. Fraankel. Zweite termehrte Anflage. IX n. 
228 S. 1920. Kart. M. 8.-. 

Bnthalt alles, was der Student der Zaknheilhunde Jür seine Prü- 
fungen an anaiemisehem Hauten Srmucht, 

Die tierischen Parasiten des Menschen, 

die von Ibnen bervorgrerafenen Brkranknngrcn nnd 
Ibre Hellnng bearbeitet voc Prof Dr. Max Brann, Königt- 
berg und Prof. Dr. Otto Seifert, Warsborg. 

I. Teil t Batargretcblcbte der tierf scben Parasiten des 

nentcben von Prof. Dr. M. Braan. FQnfte vermehrte und 

«erbeiierto AolUfe. X o. 659 S. mit 467 Abbildangeh im Text. 

1915. M. 40 —, geb. ül. 48.-. 

Eine ParMitologie» mit der auch der Medisiner etwas anfangen kann. 

£t ierähri uns angenehm, dass aneh die tieräntUehe Literatur weitgehende 

Berüeksiehttgnni gefunden hat, x. B. in fleischbesehauUcher Hinsieht. 

Soh'weiaer Archiv für TierheÜlnukde. 

II. Teils Klinik nnd Tberanle der tierleehan Parasiten 
des Henscben. Von Prof. Dr. Otto Seifert. VI u. 506 S. mit 

19 Abbildungen im Test. 1920. M. 60.-» geb. üf. 68.-. 

Durch diesen IL Teil erhält das Werk fUr den Medisiner besonderen Wert, 

Hiersu 80*/» Verleger -Teuerungtauftchlag und der Sbliche SorthneatenmrMag. 
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Verlag tob Cnrt Hafcltztch in Leipzig, Dönienstrasse 16. 



Bakteriologisches Taschenbuch. Sich^f vfrl^Ä 

zur bakteriologischen Laboratoriumsaxbeit von Dr« Rudolf Abel« 

Geheimen Ober-Medizinahat, o. ö. Prof. der Hygiene an der Univenität 
Jena. VI und 143 Seiten. 1920. Geb. M. 8. — . 



Qeburtshilflich"gynäkologischePropädeutike 

Bine tlieoFetisolie und praktlaolie Binftthning In 
die KlinilE und In die Üntepaucliiingalmrae. Von 

Professor Dp« Oflkai* Polano« München. Zweite, vermehrte 
u. verbesserte Auflage. Xu lu. 170 S. mit 88 meist zweifarbigen 
Abbildungen im Text. 1930. Geb. M. 14.25. 

£me ausgezeichnete Grundlage, auf welcher der Anfänger mit Erfolg 
seine geburtshüfUchen und gynäkologischen Studien aufbauen kann. 

Dornblüths Arzneimittel derheutigenMedizin> 

Mit tlierapeutiaclien Notisen suaaminengeatellt f |lp 
ppaktiflclie Apste und Studierende dep Medisüi. 

Zwölfte Auflage. Bearbeitet von Professor Dr. med. B« Baclieni« 

Taschenformat. Vn und 5x3 S. 1919. Geb. M. 2x.6o. 

Gibt dem Praktiker beMÜglich Arzneimittel -und deren Verordnungs- 
weise, über Bäder und Brunnen, Emährungsvorschriften und sonstige thera- 
peutische Maßnahmen, wenn schnelle Orientierung nötig ist, gute Auskunft. 

Med. Klinik. 

Über das Frauenstudium. g^teh^^tSJ^uchw "^ 

Grund einer Erhebung. Von OP« Max HiPflClly Berlin. IV u. 138 S. 
mit 9 Kurven und zahlreichen schematischen Darstellungen im Text. 
1920. M. 8.40. 

Das zeitgemäße Thema wird sowohl nach der medizinischen als auch 
nach der sozialfiolitischen Seite behandelt. Für Akademiker männlichen 
und weiblichen Geschlechts besonders interessant, wichtig auch für den 
Hygieniker, Frauenarzt und SozialpöUtiker. 

Krankheitszeichen und ihre Auslegung, 

Von James Maokensie« M. D. M. R. C. P., autorisierte Über- 
setzung aus dem Englischen, herausgegeben von Professor DP« Jolia« 
MtillePy Direktor des allgemeinen Krankenhauses Nürnberg. Dritte 
Auflage. XVI u. 206 S. mit 18 Abb. im Text. 1921. M.20. — ^,geb.M.24. — . 

Muß von Anfang bis zum Ende als eine durchaus originelle Arbeit 
mit einer Fülle neuer Anschauungen und voll von Anregungen bezeichnet 
werden. Dabei ist es ungemein klar und schlicht geschrieben. 

Dei4tsihe med, IVochenschrift, 

Hierzu niu- noch die üblichen Sortimenterzuschläge. 
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